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RESUMO 
 

SILVA-FILHO, J.L.Q. Avaliação da amplificação e superexpressão do gene 
c-myc em subtipos moleculares de carcinoma ductal invasivo. 2016. Tese 
(Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, Recife, Pernambuco, 
Brasil.  
 
O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo e o 
mais comum entre as mulheres, correspondendo a 25% de todos os cânceres 
do sexo feminino. No Brasil, representa a primeira incidência de neoplasia na 
mulher. O gene c-myc codifica fatores de transcrição que participam, direta e 
indiretamente, da regulação do ciclo celular, diferenciação, metabolismo, 
crescimento, apoptose, instabilidade genômica, angiogênese e imortalização 
celulares. O c-myc tem sido apontado como peça central no processo 
tumorigênico e sua amplificação está relacionada com carcinomas invasivos que 
apresentam comportamento clínico mais agressivo e prognóstico reservado. 
Diante disto, o presente estudo objetivou investigar a relação da amplificação do 
gene c-myc com fatores prognósticos entre os subtipos moleculares de câncer 
de mama diagnosticado com carcinoma ductal invasivo (CDI). As amostras de 
CDI (n=60), fixadas em formalina e embebidas em parafina, foram obtidas no 
Arquivo de Biópsias do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas 
(HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A caracterização dos 
tumores em subtipos moleculares foi realizada utilizando imunohistoquímica 
para receptor de fator de crescimento epidérmico do tipo 2 (HER-2), receptores 
de estrógeno (RE) e progesterona (RP) e o fator de proliferação celular (Ki-67). 
A detecção da amplificação do gene c-myc foi realizada através de Hibridização 
in situ cromógena (CISH). Os resultados mostraram maiores frequências para os 
subtipos Luminal A (37,7%) e Triplo-Negativo (40%). Neste estudo tumores 
Luminais, notadamente Luminal A, apresentaram correlação estatistica quanto 
ao nível de  diferenciação (p=0,0135), tamanho menor (p=0.5715), em estádio 
inicial no momento do diagnóstico; e com baixo a médio grau histológico e 
nuclear ao diagnóstico, respectivamente. Tumores dos subtipos superexpressão 
de HER-2 e Triplo-Negativo se relacionaram com caraterísticas prognósticas 
desfavoráveis, apresentando maiores taxas de invasão linfonodal, maiores 
chances de tumores indiferenciados e predomínio de diagnóstico entre as 
pacientes mais jovens, respectivamente. A maior frequência de amplificação do 
c-myc foi observada em 21 tumores (35%) no subtipo Triplo-Negativo, indicando 
que a amplificação pode estar associada a tumores mais agressivos e por isso 
um prognóstico reservado. 
 
Palavras-chave: Câncer de Mama. c-myc. Subtipos Moleculares. Amplificação 
Gênica. Hibridização in situ Cromógena. 
 

  



ABSTRACT 
 

SILVA-FILHO, J.L.Q. Assessment of amplification and overexpression of c-
myc gene in molecular subtypes of invasive ductal carcinoma. 2016. Tese 
(Doctor) Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, Recife, Pernambuco, 
Brazil. 
 
 

Breast cancer is the second most common cancer type worldwide and the most 
common among women, accounting for 25% of all female cancers. In Brazil, it 
represents the most incident cancer type in women. C-myc 
gene encodes transcription factors which are, directly and indirectly, 
involved in cell cycle regulation, differentiation, metabolism, growth, apoptosis, 
genomic instability, angiogenesis and cell immortalization. It has been 
considered as playing a role in tumorigenesis and its amplification is associated 
with more aggressive clinical behavior and poor prognosis in invasive 
carcinomas. This study aimed to investigate the relationship of c-myc 
amplification and clinicopathologic features amog the subtypes of invasive ductal 
carcinomas (IDC) of breast. Formalin-fixed and paraffin-embeded tissues 
samples (n=60) were retrieved from the Biopsies Archives of Anatomy and 
Pathology Sector of University Hospital at Federal University of Pernambuco. 
Tumors subtyping was developed using immunohistochemistry against 
epidermal growth factor receptor type 2 (HER-2), estrogen and progesterone 
receptors (ER and PR) and cell proliferating factor Ki-67. c-myc amplification was 
evaluated via chromogenic in situ hybridization (CISH). Results showed that the 
most frequent breast carcinomas subtypes were Luminal A (37.7%) and Triple-
Negative (40%). Luminal tumors, mainly subtype A, showed to be well 
differentiated tumours regarding histological grade (p=0.0135), of small size 
(p=0.5715) at an early stage and presented a low and medium histologic and 
nuclear grade, respectively, at the time of diagnosis. Triple-Negative and HER-2 
superexpression carcinomas were larger tumours, poorly differentiated (p= 
0.0570), presenting higher rates of ganglionar involvement, advanced stages 
tumors and younger patients at the time of diagnosis, presenting the worst 
prognosis. We observed c-myc amplification in 21 tumours (35%) but no 
statistical difference was found between amplified and nonamplified and 
molecular subtypes of breast cancer. 
  
Key Words: Breast Cancer. c-myc. Molecular Subtypes. Gene Amplification. 
Chromogenic in situ Hybridization. 
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INTRODUÇÃO 

 

O câncer de mama constitui um grupo heterogêneo de doenças, com 

diferentes formas de apresentação clínica, características morfológicas e resposta 

terapêutica (REIS-FILHO; TUTT, 2008; RAKHA; ELLIS, 2009; RAKHA et al., 2009, 

RAKHA; REIS-FILHO, 2009). Corresponde ao segundo tipo de câncer mais 

frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres, representando 25% 

(AMERICAM CANCER SOCIETY, 2016; IARC, 2016). No Brasil, estimativas para 

o ano de 2016, indicam mais de 600.000 novos casos de câncer, dos quais 57.960 

casos serão de câncer de mama (INCA, 2016). 

O carcinoma ductal invasivo (CDI) corresponde a 75% dos cânceres no 

tecido mamário. Este câncer apresenta um comportamento clínico agressivo, que 

pode variar quanto aos parâmetros clínico-patológicos. Com frequência, o 

diagnóstico se dá em estágio avançado com presença de metástases (SCHULZ, 

2007). No diagnóstico, o perfil radiográfico da mama, biópsia por agulhamento e 

perfil imunohistoquímico e histoquímico constituem as metodologias mais 

utilizadas (RUBIN et al., 2006). O tratamento pode ser mastectomia, 

linfadenectomia axilar, quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal, sendo dois 

ou mais métodos frequentemente estão associados (RUBUIN et al., 2006; 

SCHULZ, 2007, AMERICAM CANCER SOCIETY, 2016). A resposta terapêutica 

está ligada a vários biomarcadores (YASOJIMA et al., 2011). 

A história natural das neoplasias malignas representa os eventos 

envolvidos na carcinogênese, crescimento, progressão e disseminação do tumor. 

A carcinogênese mamária se inicia com as alterações genéticas, representadas 

pela ativação de proto-oncogenes, como o HER-2/c-erbB2/NEU, c-myc, ras, 

dentre outros e com a perda de bloqueio de genes supressores (MENKE, 2007; 

CHAGAS, 2011). 

O gene c-myc, localizado no braço longo do cromossomo 8 na região 24 

(8q24) (MEYER; PENN, 2008) codifica fatores de transcrição envolvidos em 

diversos processos celulares como apoptose, progressão do ciclo celular, 

crescimento e divisão, metabolismo, adesão celular, motilidade, angiogênese e 

diferenciação (VITA; HENRIKSSON, 2006; MEYER; PENN, 2008) e sua 

desregulação pode induzir à carcinogênese da mama (WELM et al., 2005). Sua 

amplificação é relativamente comum no câncer de mama. A qual se caracteriza 

http://globocan.iarc.fr/factsheets/populations/factsheet.asp?uno=900


18 

 

pela presença de centenas de cópias do gene (BIZARI; SILVA; TAJARA, 2006). 

O c-myc tem sido mostrado amplificado e superexpresso em vários tipos de 

câncer. A frequência de sua amplificação, do mRNA e a superexpressão da 

proteína no câncer de mama variam entre 1%-94%, 22%-95% e 50%-100% 

respectivamente em diferentes estudos (LIAO; DICKSON, 2000). Podendo ser 

utilizados como um parâmetro de resposta à terapia (DEMING et al, 2000). Além 

disso, foi observado que este marcador pode ser útil para estratificar pacientes 

em grupos de risco mediante análise da amplificação do c-myc e de outros 

marcadores moleculares (ISMAIL et al., 2009). Outros estudos têm mostrado uma 

associação com tumores em estado avançado e com grande probabilidade de 

progressão e recidiva (BLANCATO et al., 2004). 

O papel do c-myc na patogênese do câncer de mama não é bem 

compreendido (ZAJAC-KAYE, 2001). Em um estudo foi observado que o c-myc 

amplificado foi identificado como um dos fatores genéticos que adicionou 

significância prognóstica às variáveis clínicas, tal como tamanho do tumor, grau e 

estágio da doença (ISMAIL et al., 2009). 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a amplificação e 

superexpressão do gene c-myc em subtipos moleculares de carcinoma ductal 

invasivo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral  

 Avaliar a amplificação e superexpressão do gene c-myc em subtipos 

moleculares de carcinoma ductal invasivo 

2.2 Específicos 

 Determinar a frequência de subtipos moleculares de carcinoma ductal 

invasivo da mama entre pacientes diagnosticadas com esse tumor; 

 Investigar a relação entre parâmetros clínico-histopatológicos (idade, 

tamanho do tumor, presença de metástase e invasão linfonodal, grau 

histológico e nuclear e estadiamento patológico) para os subtipos 

moleculares de carcinoma ductal invasivo da mama; 

 Determinar a frequência de amplificação do gene c-myc entre subtipos 

moleculares de carcinoma ductal invasivo da mama; 

 Investigar a relação da amplificação do gene c-myc entre parâmetros 

clínico-histopatológicos (idade, tamanho do tumor, presença de metástase 

e invasão linfonodal, grau histológico e nuclear e estadiamento patológico) 

para os subtipos moleculares de carcinoma ductal invasivo da mama; 

 Determinar a frequência de superexpressão do gene c-myc entre subtipos 

moleculares de carcinoma ductal invasivo da mama; 

 Investigar a relação da de superexpressão do gene c-myc entre parâmetros 

clínico-histopatológicos (idade, tamanho do tumor, presença de metástase 

e invasão linfonodal, grau histológico e nuclear e estadiamento patológico) 

para os subtipos moleculares de carcinoma ductal invasivo da mama; 

 Estudar a correlação da frequência desses biomarcadores moleculares 

com o comportamento clínico dos subtipos moleculares de carcinoma 

ductal invasivo; 

  Avaliar o uso potencial destes biomarcadores na subclassificação e 

estratificação do grau de malignidade dos subtipos moleculares de tumores 

avaliados vislumbrando sua utilização clínica. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA  

 

3.1 Câncer  

 

O câncer, nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças, onde células 

de uma determinada parte do organismo passam a apresentar um comportamento 

anômalo. Caracterizado pelo crescimento desordenado e a capacidade de invadir 

outros órgão e tecidos do corpo. Em geral, estas células são agressivas e 

apresentam altas taxas de proliferação, fazendo com as mesmas sejam 

extremamente agressivas. Essa agressividade é resultado do efeito deletério da 

invasão de outros órgãos próximos ou distantes do sítio de origem do tumor, 

fenômeno denominado de metástase (INCA 2016). 

O surgimento e o aprimoramento de técnicas moleculares já existentes 

voltadas ao estudo do câncer avançou vertiginosamente nas últimas décadas 

mostrando ser uma morbidade que envolve alterações dinâmicas no genoma. 

Neste sentido, grupos e linhas de pesquisa de todo o mundo indicam que o 

processo carcinogênico em humanos envolve múltiplos estágios que refletem 

alterações genéticas, as quais direcionam o processo de transformação de um 

clone celular normal em uma célula neoplásica (HANAHAN; WEINBERG, 2000; 

2011). 

Conhecido há muitos séculos pela humanidade, durante muito tempo o 

câncer foi considerado como uma afecção de países desenvolvidos. Dada sua 

relação com o estilo de vida dos grandes centros urbanos. Porém, tem-se 

observado uma transição epidemiológica com relação neste cenário na 

atualidade. Há aproximadamente quatro décadas a maior parte dos gastos em 

câncer pôde ser observado em países em desenvolvimento, principalmente 

aqueles com poucos e médios recursos. Nesta perspectiva, o câncer ganhou uma 

dimensão bem maior, tornando-se um problema de saúde pública em todo mundo. 

Neste contexto, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 

2030, espera-se uma incidência de 27 milhões de casos de câncer, 17 milhões de 

mortes anualmente e 75 milhões de pessoas com este mal (WHO, 2015). Dados 

da Sociedade de Câncer Americana (2014), informaram que seriam esperados 

mais de 1 milhão e 600 mil novos casos de câncer no EUA para o ano de 2014. E 



21 

 

para dimensionar a problemática, a este valor não foram incluídos os cânceres in 

situ (AMERICAM CANCER SOCIETY, 2014). 

A carcinogênese, fenômeno de formação do câncer, inicia-se a partir de 

lesões ao DNA que podem levar a ativação de pró-oncogenes presentes em 

células normais. Esses genes desempenham um papel chave na proliferação, 

apoptose, diferenciação dentre outras funções extremamente relevantes para a 

conservação das funções normais das células. Neste contexto, têm-se observado 

que a superexpressão protéica, fruto de amplificação, pode determinar a 

progressão de alterações celulares, levando ao desenvolvimento de neoplasias 

(WOLFER et al., 2010).  

Uma variedade de fatores, externos e/ou internos estão relacionados com 

a origem do câncer, como por exemplo, estilo de vida, consumo de álcool, 

sedentarismo, fumo, hábitos alimentares, sociais, culturais e outros. Por outro 

lado, há fatores cujas causas estão geneticamente pré-determinadas, como 

resultado de mutações e/ou desregulação em oncogenes que controlam apoptose 

e proliferação do ciclo celular. Neste cenário, a observa-se que inativação genes 

supressores de tumor configura também destaque (SCHULZ, 2007). Com o 

passar do tempo da expansão clonal, mutações adicionais se instalam, 

conduzindo a heterogeneidade celular culminado na formação de uma neoplasia 

maligna (ROBBINS et al., 2009). Devido ao grande número de alterações 

genéticas várias funções das células neoplásicas encontram-se alteradas bem 

com suas respectivas vias, como por exemplo, moléculas de transdução para o 

crescimento, moléculas de adesão, fatores de transcrição dentre outros (FARIA; 

RABENHORST, 2005, SCHMITT, 2011). 

O câncer apresenta uma grande heterogeneidade de alterações genéticas 

que refletem sua variabilidade de comportamento clínico. Contudo, células 

neoplásicas apresentam diversas características em comum (Figura 1). 

Atualmente, é consenso que a capacidade de formação de novos vasos 

sanguíneos, fenômeno denominado de angiogênese, a capacidade burlar a 

apoptose, potencial e ilimitada capacidade replicativa, uma auto-suficiência de 

produzir sinais proliferativos, insensibilidade aos inibidores de crescimento e 

invasão de tecidos adjacetes e formação de metástase sejam características de 

todas as células neoplasicas (HANAHAN; WEINBERG, 2000).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolfer%20A%22%5BAuthor%5D
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3.2 Câncer de mama 

 

O câncer de mama compreende um grupo heterogêneo de doenças, com 

diferentes formas de apresentação clínica, características morfológicas e 

imunohistoquímica peculiares, apresentando uma resposta terapêutica 

diferenciada e associada a parâmetros prognósticos distintos (REIS-FILHO; 

TUTT, 2008; RAKHA; ELLIS, 2009; RAKHA et al., 2009, RAKHA; REIS-FILHO, 

2009). 

Esta neoplasia corresponde ao segundo tipo de câncer mais frequente no 

mundo e o mais comum entre as mulheres, correspondendo a aproximadamente 

25% de todos os cânceres do sexo feminino. Entre as mulheres americanas é a 

Figura 1. Ilustração das seis características das células cancerígenas. Fonte: adaptado de 

HANAHAN; WEINBERG (2011). 
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neoplasia mais comum, ficando apenas atrás do câncer de pulmão (AMERICAM 

CANCER SOCIETY, 2015).  

No Brasil, estimativas para o ano de 2016, realizadas pelo Instituto Nacional 

do Câncer (INCA) indicam que ocorrerão mais de 600 mil novos casos de câncer, 

dos quais 57.960 será câncer de mama. Segundo as estimativas, os tipos mais 

incidentes nas mulheres com exceção do câncer de pele do tipo não melanoma 

serão os cânceres de mama e de colo do útero de útero (INCA, 2016). 

A etiologia é desconhecida, entretanto, alguns fatores de risco podem estar 

envolvidos no desenvolvimento deste tumor como, por exemplo, menarca 

precoce, menopausa tardia, nulipariadade, idade da primeira gestação a termo 

acima dos 30 anos, uso de anticoncepcionais orais, terapia de reposição 

hormonal, exposição às radiações ionizantes, predisposição genética (RUBIN et 

al., 2006; SCHULZ, 2007). 

O carcinoma ductal invasivo (CDI) corresponde em média a 75% dos 

carcinomas mamários. Macroscopicamente o CDI apresenta-se como uma massa 

palpável, endurecida e com bordas irregulares apresentando dois ou três 

centímetros em média. Histopatologicamente (Figura 2), as células formam 

estruturas glandulares, ninhos sólidos, cordões celulares de células tumorais e/ou 

um padrão misto. O tumor pode apresentar regiões de necrose, de 

microcalcificação, e de carcinoma in situ. O estroma geralmente é fibroso (FARIA, 

1999; SCHMITT, 2011). 

 

  

Figura 2: Corte histológico de um CDI, onde se observa células tumorais 
em um padrão de cordões sólidos (setas pretas) em meio ao tecido 
fibroso denso adjacente. Coloração H.E. Fonte: 
http://anatpat.unicamp.br/nptmeta3.html acesso em 15 de Out. de 2010. 
Adaptado. 

http://anatpat.unicamp.br/nptmeta3.html
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O CDI apresenta um comportamento clínico agressivo, que pode variar 

dependendo do estágio da doença e estadio do tumor, podendo evoluir 

rapidamente para o óbito. Com frequência, o diagnóstico se dá quando doença já 

se encontra em estágio avançado com presença de metástases. Diante deste fato, 

o governo tem investido em campanhas e programas para conscientização da 

população acerca da realização da mamografia, uma vez que o diagnóstico 

precoce aumenta a sobrevida bem como as chances de êxito do tratamento 

(SCHULZ, 2007). 

Aproximadamente 20% dos CDI podem correspondem a subtipos 

histológicos específicos como tubular, medular, mucinoso, papilar, micropapilar ou 

metaplásico. Porém restante 80% dos CDI, não são subclassificados. Daí a 

designação carcinomas ductais “sem outra especificação” (SOE). Se comparados 

com relação ao prognóstico, os carcinomas ductais subtipos tubular, papilar e 

medular apresentam melhor prognóstico em relação ao carcinoma ductal SOE. 

Enquanto os subtipos micropapilar e metaplásico apresentam prognóstico mais 

sombrio (YODER et al., 2007). 

O perfil radiográfico da mama, biópsia do tecido através de punção por 

agulha fina e/ou exame histopatológico para detecção de células tumorais no 

material e análise do perfil histoquímico e imunohistoquímico constituem 

metodologias mais utilizadas no diagnóstico da doença (RUBIN et al., 2006). A 

base do tratamento dos pacientes constitui-se de: mastectomia parcial ou total, 

(dependendo do quadro clínico), remoção de linfonodos axilares, quimioterapia e 

radioterapia e terapia hormonal. Dois ou mais métodos frequentemente são 

associados. A intensidade e duração do tratamento dependem de vários 

parâmetros prognósticos como estádio do tumor, presença de metástases bem 

como a identificação de alguns marcadores moleculares (SCHULZ, 2007; 

SCHMITT, 2011; AMERICAM CANCER SOCIETY, 2016).  

A história natural das neoplasias malignas representa os eventos 

envolvidos na carcinogênese, crescimento, progressão e disseminação do tumor. 

A carcinogênese mamária se inicia com as alterações genéticas, representadas 

pela ativação de proto-oncogenes, como o HER-2/c-erbB2/NEU, c-myc, ras, 

dentre outros e com a perda de bloqueio de genes supressores (MENKE, 2007; 

CHAGAS, 2011). 
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Outros fatores também contribuem para o crescimento tumoral e estão 

representados pelos esteróides hormonais, dentre eles, o estrógeno e a 

progesterona; fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico 

(EGFR), HER2 e peptídeos. Os receptores de estrógeno e a progesterona são 

responsáveis pela formação e crescimento inicial do tumor, regulando genes dos 

fatores de crescimento e do ciclo celular. Os tumores receptores positivos são 

geralmente bem diferenciados e as pacientes mostram melhor evolução clínica, 

quando comparadas com os tumores receptores negativos. Cerca de 60% dos 

carcinomas são receptores de estrógeno positivos, porém apenas 2/3 respondem 

ao tamoxifeno. O câncer de mama com receptores negativos mostra altos índices 

proliferativos, maior grau histológico e capacidade invasiva, além de expressão 

alterada de fatores de crescimento epidérmico. A expressão dos RE e RP tem 

valor prognóstico e preditivo para o intervalo livre de doença e sobrevida global. A 

presença do EGFR no câncer de mama se correlaciona com um pior prognóstico, 

independentemente do nível dos receptores hormonais. O HER-2 está envolvido 

no crescimento tumoral, diferenciação e prognóstico e sua superexpressão está 

associada à capacidade metastática e resistência a drogas quimioterápicas e anti-

hormonais. A progressão tumoral se refere à capacidade invasiva e metastática e 

tem forte relação com a sobrevida e o prognóstico (MENKE, 2007). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea com distintos padrões 

morfológicos e evolutivos. A história natural do câncer de mama mostra que esses 

padrões variam de paciente para paciente. Essas variações se correlacionam com 

o comportamento biológico, com a capacidade metastática e de invasão local. O 

carcinoma mamário apresenta características clinicas e evolutivas heterogêneas 

que podem traduzir a diversidade biológica tumoral (ABREU, 2002). 

 

 

3.3 Características morfológicas tumorais e marcadores moleculares 

 

Os fatores biológicos tumorais traduzem o estágio de desenvolvimento 

neoplásico, caracterizado pela medida do tumor; o crescimento pela atividade 

mitótica e a capacidade metastática pelo status axilar e metástase à distância. 

Além desses, os receptores hormonais e o marcador molecular, HER2 formam o 
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grupo de fatores prognósticos e preditivos, pois continuam direcionando as 

decisões terapêuticas (FITZGIBBONS, 2000; SINGLETARY, 2003). 

O tamanho tumoral é uma variável significante. Pacientes com carcinomas 

mamários de maior dimensão apresentam sobrevida menor e uma maior relação 

com metástases axilares. O acompanhamento de pacientes durante cinco anos, 

com tumores menores que 2,0 cm, sem metástase axilar apresentam taxa de 

sobrevida de 96,3%, enquanto aquelas com tumores com 5,0 cm ou maiores e 

com comprometimento axilar, apresentaram taxa de sobrevida de 45,5% 

(KOSCIELNY, 2009; ROSEN, 2009). 

Aliada ao tamanho tumoral o grau histológico é uma estimativa da 

diferenciação tumoral da porção invasiva do tumor, sendo um importante fator 

prognóstico relacionado a metástases axilares e sistêmicas, a recidiva tumoral e 

menor intervalo livre de doença (ROSEN, 2009). Os sistemas de graduações mais 

utilizados são o Bloom-Richardson modificado por Elston-Ellis (FITZGIBBONS, 

2000; ROSEN, 2009) e o de Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991), que mostram 

valores preditivos semelhantes. Eles englobam o grau nuclear, o arquitetural e a 

contagem de mitoses. Pela soma dos escores de 1 a 3 para cada critério, o grau 

tumoral é categorizado em I, II e III, correspondendo à bem diferenciado, 

moderadamente diferenciado e pouco diferenciados (CONNOLLY, 2006). 

A atividade mitótica tumoral também faz parte do sistema de gradação 

histológica e pode ser considerado, isoladamente, um indicador de prognóstico. A 

marcação de proliferação pela imunohistoquímica do tumor representa uma 

medida estática da proliferação e os alvos são as células em mitose e os núcleos 

em prófase. O marcador utilizado para avaliar a proliferação, Ki-67 é um anticorpo 

monoclonal específico para células em proliferação durante todo o ciclo celular, 

com exceções em células com uma fase S prolongada ou em tumores já 

submetidos a quimioterápicos. Este anticorpo mostra associação significativa com 

o grau histológico, observando-se maior positividade em tumores pouco 

diferenciados e em comedocarcinomas (ROSEN, 2009). 

O comprometimento linfonodal avaliado pelo estudo do esvaziamento axilar 

ou do linfonodo sentinela é o fator prognóstico mais importante no câncer de 

mama. O tamanho e a localização da metástase e o número de linfonodos 

comprometidos tem valor preditivo importante para sobrevida. Cerca de 20 a 30% 

das pacientes axila-negativas vão apresentar recidiva tumoral em 10 anos, 
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enquanto que nas pacientes axila-positivas observa-se um aumento dessa 

percentagem para 70%. O envolvimento linfonodal está associado ao tamanho 

tumoral, mas não mostra associação com receptores hormonais positivos e 

marcadores de proliferação (CHAGAS, 2011; MENKE, 2007). 

As características morfológicas tumorais representam o produto final da 

interação entre diferentes classes de genes e proteínas e tipos distintos de células. 

As principais alterações de expressão gênica no câncer de mama estão 

relacionadas ao processo de tumorigênese. Neste contexto, durante esse 

processo há uma perda da expressão de genes relacionados à adesão, 

comunicação e forma celular, e ganho de outros como a expressão de enzimas 

metabólicas responsáveis pela proliferação celular (REIS-FILHO, 2005). 

Observa-se que a expressão de alguns genes está relacionada a tumores 

de prognóstico bom ou reservado e que essas assinaturas genéticas podem ser 

utilizadas para reunir tumores em subtipos distintos, com implicações 

prognósticas e preditivas (CHANG, 2004; WANG, 2005) e que podem ser 

traduzidas na clínica, contudo seu custo ainda é elevado distanciando sua 

utilização na rotina diagnóstica (CHEANG, 2008; BLOWS, 2010; LEONG, 2011). 

 Por outro lado, a imunodetecção dos produtos proteicos dos genes 

relacionados ao prognóstico é viável. Além disso, é um método seguro e aplicado 

a variados tipos de amostra, tais como preparações citológicas, amostras de 

tecido congelado e em material fixado e em blocos de parafina. É um método de 

alta sensibilidade e especificidade na identificação de raras células tumorais, bem 

como de células ductais normais contaminantes (CHEANG, 2008; LEONG, 2011). 

O estudo imunohistoquímico tem a vantagem de demonstrar a expressão 

proteica no contexto da morfologia tumoral. Presume-se que a expressão do RNA 

mensageiro, determinada pelo perfil de expressão gênica, se correlaciona 

diretamente com a expressão proteica semi-quantitativa determinada pela 

imunohistoquímica (BHARGAVA, 2009; LEONG, 2011). 

Na patologia mamária a avaliação imunohistoquímica tem sido usada em 

diferentes situações, tais como expressão de fatores preditivos e prognósticos, 

pesquisa de células metastáticas em linfonodo sentinela, na origem de neoplasias 

metastáticas e no diagnóstico diferencial (MUNJAL, 2009). É importante ressaltar 

que a expressão dos receptores tem relação direta com a resposta terapêutica. 
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Tumores que expressam escores de 1% ou mais mostram significante benefício 

com a terapêutica adjuvante (BADVE, 2009; DAABS, 2012). 

Neste contexto a expressão dos receptores hormonais nos carcinomas 

mamários permanece ainda como o padrão definitivo para determinação da 

terapia hormonal. O principal propósito da avaliação da expressão dos receptores 

hormonais é definir o benefício clínico de um dado tratamento. Para isso, o 

entendimento da funcionalidade dos receptores é essencial, já que no estudo 

imunohistoquímico é caracterizado apenas a presença dos receptores, não se 

avaliando, por exemplo, as proteínas que participam da sinalização desses 

receptores (NOFECH-MOZES, 2012). Assim o escore imunoistoquímico é 

determinado pela percentagem de núcleos corados das células neoplásicas e pela 

intensidade da coloração. O Colégio Americano de Patologistas (CAP – College 

of American Patholgists) e a Sociedade Americana de Oncologistas Clínicos 

(ASCO-American Society of Clinical Oncology) consideram como expressão 

positiva dos receptores, a percentagem mínima de 1% de células tumorais 

coradas e como expressão negativa menos de 1% das células (ASCO/CAP, 2010; 

HAMMOND, 2010; NOFECH-MOZES, 2012).  

Os tumores receptores hormonais positivos mostram associação com 

fatores de bom prognóstico como tamanho tumoral menor ou igual a 2,0 cm, 

linfonodos negativos e baixo grau histológico. Já os negativos com tumor maior 

que 2,0 cm, linfonodos positivos e alto grau histológico apresentam prognóstico 

reservado (ASCO/CAP, 2010). 

Os tumores receptores positivos podem ser responsivos a terapia 

antiestrogênica, enquanto que os negativos são insensíveis (DAABS, 2012). 

Aproximadamente 75 a 80% dos canceres de mama demonstram expressão 

nuclear do receptor de estrógeno, porém apenas 1/3 desses tumores respondem 

ao tamoxifeno (DAABS, 2012). A eficácia da terapia hormonal pode depender da 

ação de fatores de transcrição como o FOXA1, GATA-3 e fatores de crescimento, 

como o HER-2 e EGFR (BADVE, 2009). 

O proto-oncogene HER-2/neu (c-erbB-2) codifica o receptor do fator de 

crescimento epidérmico do tipo 2 da família da tirosina-quinase. Essa proteína 

funciona como receptor celular e nas células neoplásicas malignas atua como 

fator de crescimento, na proliferação, diferenciação e na mobilidade e adesão 

celular. Na patogênese do câncer de mama, as alterações na expressão desse 
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proto-oncogene tem efeito comprovado. Observa-se que depois da amplificação 

do proto-oncogene, o fenótipo HER-2 é mantido durante toda a história natural do 

câncer invasivo, já que é observado no tumor primário e nas metástases 

(BURSTEIN, 2005).  

Cerca de 10 a 30% dos carcinomas ductais invasivos mamários de alto 

grau, mostram superexpressão do HER-2, sendo rara, porém nos tipos 

histológicos especiais, tais como no lobular, tubular, mucinoso, cribiforme e 

papilífero (LAL, 2005; SCHMITT;GOBBI, 2011). Ao passo que em relação ao 

comprometimento linfonodal, pacientes axila-positiva com positividade para HER-

2 estão associadas a diminuição do tempo de sobrevida e do tempo livre de 

doença e metástases à distância para fígado e pulmões (DABBS,2012). A 

importância da superexpressão do HER-2 como fator preditivo é maior do que 

como fator prognóstico. O status do HER-2 é um fator preditivo de resposta a 

diferentes tratamentos. Há uma relativa sensibilidade ou resistência a vários tipos 

de tratamento, tais, como terapia endócrina, quimioterapia, radioterapia e o com 

anticorpos contra-HER-2 (PAYNE, 2008; DABBS, 2012). 

Há vários métodos disponíveis para a detecção do HER2, com avaliação 

da sua amplificação e superexpressão. Os ensaios de Northern, Southern e 

Western blot são confiáveis, porém são de custo elevado e necessitam de 

amostras teciduais á fresco. Em amostras teciduais parafinadas, os métodos mais 

utilizados são o estudo imunohistoquímico, a hibridização por fluorescência ou a 

cromógena in situ denominadas FISH e CISH, respectivamente (DABBS, 2012). 

O Colégio Americano de Patologistas (CAP) e a Sociedade Americana de 

Oncologia Clínica (ASCO-American Society of Clinical Oncology) recomendam a 

determinação do status do HER-2 em todos os carcinomas infiltrantes da mama, 

principalmente após o benefício terapêutico do trastuzumabe. Em laboratórios de 

histopatologia, o estudo imunohistoquímico em material emblocado em parafina 

tem sido o método mais usado para determinar a superexpressão da proteína do 

HER-2/neu (SCHMITT; GOBBI, 2011; WOLFF, 2013). 

A avaliação imunohistoquímica é determinada por um escore que vai do 

zero até 3+, baseado na proporção e na intensidade da coloração da membrana. 

Essa coloração deverá ser circunferencial, com um padrão reconhecido como 

“tela de galinheiro” (WOLFF, 2013). Contudo a hibridização por fluorescência in 

situ (FISH) é uma técnica mais precisa para a avaliação quantitativa do oncogene 
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HER-2/neu, com o uso de sondas de DNA marcada com fluoresceína e pode ser 

usada em cortes histológicos e em preparados citológicos. A associação entre os 

escores negativos e positivos na imunohistoquímica com a amplificação gênica 

pelo FISH é alta, sendo observada em 80 a 90% dos casos. Porém, existem 

relatos de discordância em cerca de 4% a 20% de casos entre a 

imunohistoquímica e o FISH. Isso pode estar relacionado a falhas na fixação do 

tecido além da escolha do tipo de anticorpo usado (PEREZ, 2011; GOWN, 2008). 

Nos tumores HER-2 com escore 2 +, considerados como indeterminados, 

a utilização da hibridização in situ é importante para determinar realmente à 

amplificação do gene. Esse escore é observado em cerca de 25% dos tumores 

infiltrantes da mama. Observa-se que grande parte desses tumores não mostram 

amplificação pelo FISH. Acredita-se que esses tumores com escore 2 + sejam 

biologicamente distintos do escore 3 +, e podem estar associados com a 

polissomia do cromossomo 17 com consequente aumento dos genes HER-2 

(PEREZ, 2011; DABBS, 2012). 

A hibridização in situ (FISH) é um método diagnóstico mais caro, com maior 

tempo de elaboração, e não é exame de rotina nos laboratórios de histopatologia. 

Por sua vez, o estudo imunohistoquímico é mais barato, mais rápido e já está bem 

estabelecido na rotina diária. Porém, a imunohistoquímica ainda demonstra 

problemas com a padronização e com caracterização de tumores que expressam 

HER2 e não mostram amplificação gênica (PAYNE, 2008; GOWN, 2008). 

Diante dessas limitações, o uso da hibridização in situ cromógena (CISH) 

tem sido implementado. Esse método usa reação de imunohistoquímica, similar a 

peroxidase e permite a análise das cópias gênicas e da morfologia tumoral. É mais 

rápida e mais barata do que a técnica do FISH (SCHMITT; GOBBI, 2011; PAYNE, 

2008). Na avaliação do HER2 e dos receptores hormonais, a imunohistoquímica 

e a hibridização por fluorescência in situ (FISH) ainda são métodos mais utilizados 

e que substituem os estudos de expressão gênica, mais caros e que exigem mais 

tempo para realização. Porém, faz-se necessário desenvolver outros marcadores 

moleculares que possam caracterizar a homogeneidade dentre os subgrupos 

tumorais, bem como aumentar a especificidade do tratamento do câncer de mama 

(PAYNE, 2008). 
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3.4 Subtipos moleculares de carcinoma invasivo da mama 

 

O estudo imunohistoquímico pode caracterizar os diversos fenótipos 

moleculares do carcinoma mamário, porém a determinação da heterogeneidade 

tumoral ainda permanece desafiadora. Observa-se que tumores mamários com a 

mesma classificação histológica podem ter variação no comportamento biológico 

e apresentar aspectos moleculares distintos evoluindo de forma diferente, 

sugerindo-se que outros fatores moleculares podem determinar a evolução da 

doença. Dessa forma, a caracterização desses aspectos moleculares pelos perfis 

de expressão gênica podem agrupar os tumores em diferentes classes 

moleculares (REIS-FILHO, 2005). 

Os tumores luminais poderiam ser subdivididos em luminal A e luminal B. 

No primeiro, além da elevada expressão dos genes dos receptores de estrógeno 

(RE α), observou-se também, expressão da proteína de ligação GATA3, da 

proteína X-box de ligação 1, dentre outros. O subtipo luminal B, por sua vez, 

demonstrou menor expressão daqueles genes relacionados ao RE e maior 

expressão de genes relacionados à proliferação quando comparados ao luminal 

A (REIS FILHO, 2011). Contudo na determinação dos subtipos luminal A e luminal 

B as análises de agrupamento hierárquico da divisão entre estes subtipos pode 

ser subjetiva (MACKAY, 2011). Observou-se ainda que 8% a 11% dos tumores 

com subtipo luminal A e 15% a 24% com subtipo luminal B, determinados pela 

expressão gênica, poderiam mostrar superexpressão do HER-2 no estudo 

imunohistoquímico (PARKER, 2009; NIELSEN, 2010; PRAT, 2010). Diante disso, 

em 2011 na Conferência Internacional de Câncer de Mama de St Gallen, foi 

incluído no painel imunohistoquímico, a determinação do Ki-67 para a 

diferenciação daqueles subtipos luminal A e luminal B que são HER-2 negativos. 

Salientou-se que este painel era uma tentativa de aproximação da classificação 

dos subtipos definido pela expressão gênica (GOLDHIRSCH, 2011; GEYER et al., 

2012; ALESKANDARANY, 2012). 

O estudo imunohistoquímico permite categorizar grupos distintos de 

pacientes em subtipos moleculares que demonstram características biológicas e 

evolutivas semelhantes. Observa-se correlação positiva entre o perfil de 

expressão gênica e a expressão imunohistoquímica nos carcinomas mamários. 
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Isto pode ser reproduzido na rotina da patologia cirúrgica para categorização dos 

tumores em grupos com expressões fenotípicas semelhantes (KIM, 2006; 

CAREY, 2006; IRIGOYEN, 2011). 

Inicialmente, a classificação dos subtipos moleculares pelo perfil 

imunohistoquímico, foi baseada na expressão de citoqueratinas (CK) basais e 

luminais sendo os tumores categorizados em fenótipos luminal; basal; basal e 

luminal combinados e o fenótipo nulo. Observou-se que os tumores com fenótipo 

basal-símile e basal/luminal combinado estavam associados com maior grau, 

maior tamanho, receptor de estrógeno (RE) negativo, recidiva tumoral, metástase 

à distância e óbito. Já os marcadores luminais estavam associados com fatores 

de bom prognóstico, sobrevida mais prolongada e positividade do RE (ABD-EL-

REHIM, 2004). 

Posteriormente, o subtipo luminal foi dividido de acordo com a expressão 

do HER-2 em luminal A (RE+/HER-2 -) e luminal B (RE+/HER-2+). Além disto, os 

tumores que eram RE - /HER2 + e que podiam expressar ou não os marcadores 

basais, foram denominados de basal-simile superexpressão de HER2, que 

correspondem ao subtipo HER2 +, referidos em outros trabalhos. Já os tumores 

de subtipo basal-simile, eram negativos para o RE e HER2, ou positivos para 

qualquer um dos marcadores CK5 , p63 ou p-caderina (MATOS, 2005). 

Em 2008 Cheang e colaboradores utilizando esse mesmo painel de 

marcadores imunohistoquímico, enfatizaram o papel dos marcadores basais, 

EGFR e as CK5/6, caracterizando os tumores do subtipo basal-símile por meio de 

duas classificações: a do triplo-negativo e a do método dos cinco marcadores. 

Pelo esquema do triplo-negativo, os tumores basais eram considerados, como 

aqueles que eram negativos para os receptores hormonais e a proteína HER2. 

Na classificação pelo método dos cinco marcadores, os tumores que eram 

triplo-negativos, mas positivos para pelo menos um dos marcadores basais, eram 

classificados como core-basal e aqueles que eram negativos para todos os cinco 

marcadores foram classificados como de fenótipo “cinco marcadores negativos”. 

Salientou-se ainda que este último fenótipo pela classificação do triplo-negativo 

foi considerado também como do basal-símile (CHEANG, 2008). Considerando 

ainda qualquer que fosse a expressão imunohistoquímica destes marcadores 

basais, estes autores denominaram o subtipo luminal A como luminal linha (´), o 

luminal B como luminal/HER2 + e o subtipo HER2 + como HER2 + /RE - / RP - . 
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Alguns autores demonstraram que este subtipo luminal estava associado a 

um bom prognóstico, com maior sobrevida (SORLIE, 2001; CAREY, 2006; 

CHEANG, 2008; DAWOOD, 2011). Em outro estudo, porém, observou-se que o 

subtipo “mama normal” estaria associado a uma pior sobrevida e a uma resposta 

ruim a quimioterapia adjuvante (CHOI, 2010). 

Além dos subtipos moleculares já caracterizados foi identificado mais um, 

denominado Claudin-low. Estes tumores foram identificados pela baixa expressão 

de genes das proteínas envolvidas nas junções e na adesão celular denominada 

claudina 3,4 e 7 além da E-caderina (HERSCHKOWITZ, 2010). 

Quando comparado aos outros subtipos, os tumores Claudin-low mostram 

baixa expressão de marcadores luminais, como os dos receptores hormonais, 

citoqueratinas (CKs) 8/18, baixa expressão de HER2 e expressão inconsistente 

de CKs basais. Devido a este perfil de expressão gênica, este subtipo se 

assemelha ao basal-símile. Por outro lado, observou-se expressão elevada de 

genes envolvidos na resposta imune, na comunicação celular, na migração e 

diferenciação celular e na angiogênese (PRAT, 2010). 

As células tumorais no subtipo claudina-low demonstram um fenótipo da 

transição epitélio-mesênquima e de células tronco e que determinam resistência 

terapêutica. Estes tumores são negativos para os receptores hormonais e para a 

proteína HER2, além de mostrarem características de carcinoma medular ou 

metaplásico, com intenso infiltrado linfocitário. Estes tumores mostram pior 

sobrevida e maior recorrência tumoral quando comparados ao luminal A (PRAT, 

2010; LU, 2013). 

Na classificação molecular dos carcinomas mamários, a expressão do 

receptor de progesterona (RP) foi sendo adicionada de forma gradual. Os tumores 

mamários que são RE e RP negativos (duplo negativos) estão associados a maior 

agressividade e pior prognóstico, semelhantes aos tumores que são RE negativos 

(WEBSTER, 2008). Quando se compara os tumores que são RE positivo e RP 

negativo aos tumores que são duplo positivos (RE e RP positivos) observa-se que 

a negatividade do RP pode estar relacionada a uma evolução ruim com sobrevida 

curta e recidiva tumoral (RAKHA, 2007). 

A superexpressão do HER-2 está correlacionada a fatores de pior 

prognóstico, tais como, maior grau histológico, maior tamanho tumoral, 

aneuploidia, alto índice de proliferação celular e receptores negativos (PINTO, 



34 

 

2001; LAL, 2005; SCHMITT; GOBBI, 2011). Observou-se que a expressão do 

HER-2 está concentrada nos carcinomas ductais invasivos de grau II e III, sendo 

associados a tumores mais agressivos e de pior prognóstico. Já nos carcinomas 

do tipo especial, que na maioria das vezes, são HER-2 negativo, o grau é mais 

baixo, e por isso são de melhor prognóstico (LAL, 2005). 

A classificação dos carcinomas mamários em subtipos moleculares, traduz 

o perfil gênico e imunohistoquímico dos marcadores tumorais, bem como as 

associações entre eles. Assim, na última conferência de St Gallen em 2013, foi 

recomendado na classificação dos subtipos moleculares do carcinoma mamário, 

a determinação do receptor de estrógeno, do receptor de progesterona, da 

proteína HER2 e do Ki-67. Contudo, a utilização dos ensaios para as CK5/6 e o 

EGFR, não foram recomendados para determinação dos tumores com subtipo 

basal-símile nas decisões clínicas (GUIU, 2012; GOLDHIRSCH, 2013). 

 

 
3.5 Proto-oncogene c-myc  

 

A descoberta da família dos genes MYC data a partir de 1911 quando 

Peytor Rous observou que sarcoma de galinha podia ser transmitido por através 

de extratos tumorais livres de células, sugerindo que um vírus podia ser o agente 

de etiológico destes sarcomas. Baseado neste trabalho por Bishop e outros 

pesquisadores, estudaram um subgrupo específico de retrovírus aviário, que 

induzia leucemia, sarcomas, tumores no fígado, rim e outros tumores em aves. 

Estes estudos levaram à identificação do oncogene de v-myc (myelocytomatosis 

viral oncogene homolog) (FARIA; RABENHORST, 2006).  Com a descoberta de 

um gene homólogo do v-myc, denominado de c-myc, localizado no braço longo 

do cromossomo 8 (8q24), reforçou a ideia de que oncogenes retrovirais de aves 

podiam ser capturados e atuar como reguladores do crescimento celular e ainda 

ser transmitidos de forma ativa. A descoberta de que cânceres em humanos 

frequentemente exibem expressão alterada do c-myc ratificou a importância deste 

gene na origem de neoplasias (MEYER; PENN, 2008). 

Estudos realizados em décadas passadas contribuíram para o 

entendimento das funções do c-myc em células normais e neoplásicas. Em 

contraste com células normais nas quais c-myc é altamente regulado, em que o 
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Figura 3. Processos celulares controlados pela MYC em condições normais e durante 

carcinogênese. Fonte: adaptado de VITA; HENRIKSSON (2006). 

gene é apenas expresso quando as células estão em divisão. Células 

cancerígenas podem expressar este gene de uma maneira descontrolada como 

resultado de aberrações genéticas (DALLA-FAVERA, 1982; BOXER; DANG, 

2001). Atualmente, está bem estabelecido que a expressão desregulada do c-myc 

desempenha um papel significativo no desenvolvimento do câncer (TANSEY, 

2014).  

Logo depois da descoberta do gene c-myc, dois outros genes relacionados 

foram encontrados amplificados em cânceres humanos: o N-myc (nos 

neuroblastomas) e o L-myc (nos carcinomas do pulmão, do inglês lung) e estes 

constituem a família de genes MYC (FARIA; RABENHORST, 2006).  Esta família 

codifica um grupo de fosfoproteínas nucleares que atuam como fatores de 

transcrição regulando genes envolvidos em diversos processos celulares como 

apoptose, progressão do ciclo celular, crescimento e divisão, metabolismo, 

adesão celular, motilidade, angiogênese e diferenciação (Figura 3). Alterações 

nos genes dessa família induzem à carcinogênese, através da instabilidade 

genômica, descontrole da proliferação celular, escape da vigilância do sistema 

imune, imortalização e a independência de fatores de crescimento (VITA; 

HENRIKSSON, 2006; MEYER; PENN, 2008).  
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Algumas propriedades dos genes MYC têm sido estudadas sugerindo que 

eles tenham funções similares, entretanto, em diferentes tipos celulares 

(STRIEDER; LUTZ, 2002). As proteínas MYC consistem de um domínio de 

transativação N-terminal (TAD) necessário para ativação transcricional e 

responsável pelo recrutamento de vários co-fatores transcricionais; uma região 

central, e um domínio C-terminal (CTD) que apresenta um basic/hélix-loop-

hélix/leucina zipper (bHLHzip) (LU; PEARSON; LUNEC, 2003), necessário para 

dimerização com a proteína MAX (HLHzip) (Figura 4).  Esses heterodímeros se 

ligam especificamente ao E-box em promotores controlando a transcrição de 

vários genes alvos (FARIA; RABENHORST, 2006; VITA; HENRIKSSON, 2006; 

LARSSON; HENRIKSSON, 2010). 

 

 

 

A ativação inadequada do gene c-myc, que contribui para a gênese de 

diversos cânceres em humanos, pode ocorrer por diferentes mecanismos. Dentre 

eles podemos citar as translocações cromossômicas, como observado no linfoma 

de Burkti, no qual a justaposição da região promotora do gene da cadeia pesa de 

imunoglobulina, região que apresenta uma alta atividade transcricional em células 

B, se liga ao lado do sítio gênico do c-myc. A inserção de sequências retrovirais 

próximas ao gene pode também levar a sua superexpressão, via sequências 

regulatórias virais. Outro mecanismo, a amplificação gênica, na qual há o aumento 

no número de copias do gene sem que se observe qualquer alteração em sua 

sequência conduz ao aumento no número de cópias bem como níveis elevados 

de transcritos, produzindo anormalidades cariotípicas denominadas Double 

Minutes (DM) e região homogênea  de coloração  (HSR) (XU; CHEN; OLOPADE, 

2010). 

A desregulação da MYC confere uma vantagem seletiva em células 

neoplásicas, promovendo proliferação, sobrevivência, bloqueio da 

Figura 4. Regiões da proteína myc. Fonte: adaptado de LU; PEARSON; LUNEC (2003). 
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diferenciação, transição epitelial-mesenquimal e instabilidade genética, podendo 

contribuir para a metástase (GRANDORI et al., 2000; PODSYPANINA, et al., 

2008; SOUCEK et al., 2008; TRIMBOLI et al., 2008). 

Alterações numéricas e estruturais no cromossomo 8 tem sido comumente 

observadas no câncer de mama e em vários outros tipos de tumores (SATO et al., 

2006; HANSEL et al., 2008; PENG et al., 2011). Em sua grande maioria, estas 

alterações ocorrem como menor número de cópias, incluindo deleções parciais ou 

completas no 8p e ganhos no 8q (RUMMUKAINEN et al., 2001; LETESSIER et 

al., 2006). Altos níveis de amplificação têm sido encontrados não apenas no 8q24, 

mas também em outras regiões no cromossomo 8, como por exemplo 8p12, 8q21 

(BUERGER et al., 1999; CINGOZ et al., 2003; CHOSCHZICK et al., 2010).  

Escot e colaboradores na década de 1986, foram os primeiros a mostrar 

anormalidades do gene c-myc no câncer de mama. Na ocasião, o nível de 

amplificação detectado variou de baixa a moderado nos 32% dos casos. Ainda 

neste estudo, foi observado uma correlação entre amplificação e idade >50 anos 

(ESCOT et al,1986). Desde então numerosos estudos tem sido realizados com o 

intuito de compreender o impacto da amplificação do gene c-myc no câncer de 

mama (MEYER; PENN, 2008).  

O papel do c-myc na patogênese do câncer de mama não é bem 

compreendido (ZAJAC-KAYE, 2001). A amplificação do c-myc está associada a 

tumores em estado avançado e com grande probabilidade de progressão e 

recidiva (BLANCATO et al., 2004). Estudos têm investigando a influência 

prognóstica e o impacto terapêutico de alguns marcadores moleculares no 

carcinoma ductal invasivo. Neste contexto o gene c-myc configura destaque. Um 

estudo com mulheres egípsias foi observado que o c-myc amplificado foi 

identificado como um dos fatores genéticos que adicionou significância 

prognóstica às variáveis clínicas, tal como tamanho do tumor, grau e estágio da 

doença (ISMAIL et al., 2009). 

O oncogene c-myc tem sido mostrado amplificado e/ou superexpresso em 

muitos tipos de câncer, notadamente em tumores de mama (RODRIGUEZ-

PINILLA et al., 2007; ISMAIL et al., 2009; YASOJIMA et al., 2011; RIBEIRO et al., 

2011; ZITTERBART et al., 2011). A frequência de amplificação, superexpressão 

do mRNA e da proteica no câncer de mama varia entre 1 a 94%, 22 a 95% e 50 a 

100% respectivamente (BARSYTE-LOVEJOY et al., 2006). Já outros estudos, tem 
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relatado uma alta frequência desta alteração no câncer de mama e em outras 

neoplasias (BLANCATO et al., 2004; KORSHUNOV et al., 2010; TODOROVIĆ-

RAKOVIĆ; NEŠKOVIĆ-KONSTANTINOVIĆ; NIKOLIĆ-VUKOSAVLJEVIĆ, 2011). 

Atualmente, é consenso que pacientes portadores de câncer de mama e 

que tenham amplificação do gene c-myc geralmente apresentam um prognóstico 

sombrio (TANSEY, 2014). Contudo, antes disso, diversas pesquisas foram 

realizadas para comprovar tal afirmativa. Nesta perspectiva, um estudo clássico 

realizado nos anos noventa com dois grupos de tumores obtidos no mesmo tempo 

e antes de terem iniciado o tratamento foram estudados. O primeiro grupo foi 

obtido de pacientes que após a cirurgia inicial tiveram uma média superior a 6,4 

anos sobrevida livre de doença (DFS). Enquanto o segundo grupo foi obtido 

de pacientes que tiveram recorrência da doença ou progressão rápida (média 

DFS = 1,4 anos). Foi observado que os tumores do último grupo teveram quase o 

dobro do nível de amplificação de c-myc (56% vs 30%), e amplificação do gene 

Her-2 equivalentes. 

Além disso, foi observado que este marcador pode ser útil para estratificar 

pacientes em grupos de risco distintos mediante análise de parâmetros clínico-

patológicos aliados a outros marcadores moleculares. Também foi observado que 

o c-myc amplificado foi identificado como um dos fatores genéticos que adicionou 

significância prognostica às variáveis clínicas, tais como tamanho do tumor, grau 

e estágio da doença (ISMAIL et al., 2009). Entre tanto, ao contrário da 

amplificação e superexpressão do oncogene Her-2, na qual já existe um consenso 

quanto a sua aplicação clínica devido ao seu impacto terapêutico (JAHANZEB, 

2008; SINGER et al., 2008), para o c-myc amplificado, ainda não se observa tal 

associação apesar de estudos mostrarem que sua amplificação está associada a 

fenótipos mais agressivos (WOLFER et al., 2010) e prognóstico desfavorável na 

presença marcador molecular (BOUCHALOVA et al., 2009; ISMAIL et al., 2009; 

YASOJIMA et al., 2011). 

  Atualmente têm-se estudado a utilidade deste biomarcador em associação 

com outros para se avaliar reposta terapêutica (YASOJIMA et al., 2011) e 

estratificar pacientes em diferentes grupos de risco (ISMAIL et al., 2009). Fato que 

ilustra o relevante papel deste gene no câncer de mama.  
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4 METODOLOGIA 

  

4.1 Desenho do Estudo  

Estudo retrospectivo descritivo e experimental do tipo transversal. O estudo 

descritivo foi realizado no Setor de Patologia do Serviço de Anatomia Patológica 

do Hospital das Clínicas-UFPE (HC/UFPE) e as análises experimentais foram 

realizadas no Setor de Patologia do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami 

(LIKA) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).  

 

4.2 Amostras 

Foram selecionados 60 blocos de peças cirúrgicas, fixadas em formalina e 

embebidas em parafina, diagnosticadas entre os anos de 2009 a 2013 como 

carcinoma ductal invasivo oriundas do Arquivo do Setor de Anatomia Patológica 

do Hospital das Clínicas - UFPE. As amostras foram reavaliadas por um 

patologista (M.A.) para confirmação diagnóstica antes do seu uso no estudo. Os 

dados referentes à caracterização clínico-patológica dos carcinomas ductais 

invasivos (idade, tamanho do tumor, grau histológico e nuclear, estadiamento ao 

diagnóstico, tipo histológico e status de comprometimento linfonodal), foram 

obtidos dos prontuários e laudos histopatológicos resguardando-se a identificação 

dos pacientes. Os tumores foram classificados em quatro subtipos moleculares 

(Luminal A, Luminal B, superexpressão de HER-2 e Triplo-Negativo) após 

avaliação da reação imunohistoquímica (CHEANG et al., 2009; GOLDHIRSCH et 

al., 2013). 

 

4.3 Critérios de Elegibilidade  

Foram incluídas no estudo amostras diagnosticadas como carcinoma 

ductal invasivo da mama (CDI) apresentando estado de preservação adequados 

e em quantidade suficiente de material para ser analisado e com informações 

sobre os dados clínico-patológicos completos (idade no momento ao diagnóstico, 

tamanho do tumor pós-operatório, estadiamento patológico do tumor, status de 

comprometimento linfonodal, grau histológico e grau nuclear). Foram excluídos do 

estudo amostras de pacientes que não puderam ser analisadas devido à 

exiguidade do material (quantidade insuficiente devido ao desgaste e em tamanho 

muito pequeno), por má fixação; e amostras que não puderam ser resgatadas 
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para análise por se encontrarem em processo de revisão anatomopatológica no 

próprio setor ou em outros laboratórios. Também foram excluídos pacientes que 

fizeram terapia neoadjuvante devido ao fato desta poder interferir na expressão 

alguns biomarcadores avaliados neste estudo. 

 

4.4 Imunohistoquímica  

Cortes de biópsias de carcinoma ductal invasivo (4µm) foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em álcool etílico (100% e 70%), seguidos 

de incubação em hidróxido de amônio (NH4OH) por 10 minutos e recuperação 

antigênica em tampão citrato à 10mM, pH 6.0 em câmara de vapor de água 

(STIMER) por 30 minutos. Após o resfriamento, os cortes foram incubados com 

solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) em metanol (1:1) por 30 minutos a 25ºC 

seguido de incubação com solução de albumina sérica bovina (bovine serum 

albumin - BSA) a 1% em PBS por 45 minutos a 25°C. Os tecidos foram, então, 

incubados overnight a 4°C com anticorpos primários específicos e suas 

respectivas diluições, (Tabela 1), seguidos de incubação com anticorpo 

secundário (ADVANCE TM HRP LINK) por 45 minutos a 25°C e, finalmente, com o 

anticorpo terciário (ADVANCE TM HRP ENZIME) por 45 minutos a 25°C. Para 

revelação da reação os cortes foram incubados com diaminobenzidina (DAB)-

H2O2. Em seguida os cortes foram contra corados com hematoxilina, reidratadas 

gradualmente em álcool etílico (70%, 80%, 95% e 100%), mergulhadas em xilol, 

montadas e analisadas em microscopia de campo óptico. O protocolo foi adaptado 

a partir de Ferreira et al., (2013). 

 
Tabela 01: Anticorpos primários utilizados nas realizações de imunohistoquímica para 
caracterização molecular dos espécimes tumorais.  

Anticorpo Fonte Clone Diluição Controle Positivo 

Her-2 Santa Cruz 
Biotechnology Inc, 

USA 

CB11 1:100 Mama não neoplásica 
humana 

RE Santa Cruz 
Biotechnology Inc, 

USA 

L20 1:50 Mama não neoplásica 
humana 

PR Santa Cruz 
Biotechnology Inc, 

USA 

AB-52 1:50 Mama não neoplásica 
humana 

Ki-67 Santa Cruz 
Biotechnology Inc, 

USA 

Ki-67 1:50 Tonsila humana não 
neoplásica 

C-myc Santa Cruz 
Biotechnology Inc, 

USA 

9E10 1:50 Intestino humano não 
neoplásica 

HER-2: Receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2. RE: Receptor de estrógeno; RP: 
Receptor de progesterona; Ki-67: Antígeno de proliferação Ki-67.C-myc: mielocitomatose celular. 
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Para a avaliação da expressão de Her-2 os tumores foram classificados em 

negativo: ausência de imunorreatividade ou quando a marcação na membrana era 

incompleta e fracamente perceptível em uma população ≤ 10% das células 

tumorais (score 0). Ou quando a imunomarcação membranar era incompleta e 

fracamente perceptível em uma população > 10% das células tumorais (score 1+). 

O resultado foi considerado inconclusivo quando a imunomarcação na 

circunferência da membrana citoplasmática era incompleta e/ou moderada em 

uma população > 10% das células. Ou quando a imunomarcação na 

circunferência da membrana era completa e intensa uma população ≤ 10% das 

células tumorais (score 2+). Nestes casos, foi realizada a técnica de hibridização 

in situ cromógena (CISH) para avaliação da amplificação gênica nos espécimes. 

A imunorreatividade para Her-2 era positiva quando a imunomarcação na 

circunferência da membrana era completa e intensa uma população > 10% das 

células tumorais (score 3+). As descrições e interpretações do perfil de expressão 

de HER-2 seguiram os critérios descritos por Wolff et al, (2013).   

Para os receptores hormonais: receptor de estrógeno (RE) e progesterona 

(RP) foram considerados positivos os espécimes que apresentaram marcação 

nuclear ≥10% das células, como descrito por Hammond et al, (2010).  

O antígeno de proliferação Ki-67 foi determinado quanto ao percentual de 

imunorreatividade nuclear em dois perfis de expressão utilizado o seguinte cut off: 

tumores com expressão <14% (baixa expressão) e ≥14% (alta expressão) de 

positividade nuclear como descrito por Cheang et al, (2009). 

 A avaliação da imunorreatividade de C-myc seguiu o seguinte critério: 

independentemente da intensidade  da marcação, qualquer que fosse a coloração 

do núcleo (com ou  sem coloração do citoplasma)  as amostras eram consideradas 

positivas para a expressão. Assim, se 10% ou mais das células tumorais 

apresentassem imunomarcação para C-myc, o paciente era classificado como 

positivo para expressão (KHALEGHIAN et al., 2015). 

A estratificação dos tumores de mama em subtipos de moleculares seguiu 

os critérios sugeridos por Cheang et al., (2009) e Goldhirsch et al., (2013). Assim 

os mesmos foram classificados em quatro subtipos considerando o perfil 

imunohistoquímico em: Luminal A, Luminal B, Superexpressão de Her-2 e Triplo 

negativo. A tabela 2 descreve os critérios e o perfil de expressão 
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imunohistoquímico adotados neste estudo para a classificação dos carcinomas 

mamários em subtipos moleculares específicos. 

 

Tabela 02 - Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por 
imunohistoquímica dos tumores de mama. 

Subtipo Molecular Perfil de Imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+ HER-2 - Ki-67< 14% 
Luminal B RE+ e/ou RP+ 

*RE+ e/ou RP+ 
HER-2 - 
*HER-2+  

Ki-67 ≥ 14% 

Superexpressão de 
Her-2 

RE-, RP- HER-2 +  

Triplo-negativo RE-, RP- HER-2 -  

HER-2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; RE: 
receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; Ki-67: antígeno de 
proliferação Ki-67. *Subtipo molecular Luminal B HER-2. Fonte: adaptado de 
Goldhirsch et al., (2013). 
 

 

 

4.5 Hibridização in situ Cromógena 

Cortes de biópsias de carcinoma ductal invasivo (4µm) foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em álcool etílico (100% e 70%). Em 

seguida as lâminas foram incubadas na solução de pré-tratamento (Cód.PT-0002-

500_ZytoVision) aquecida previamente a 98°C durante 15 minutos. Os cortes 

foram tratados com o reagente de digestão enzimática (Cód.ES-0001-

4_ZytoVision) por 10 minutos a 25°C. Em seguida os cortes foram desidratadas 

em etanol (70%, 85%, 95%, 100% e 100% por 2 minutos cada) e seca ao ar livre 

por 10 minutos. Após a secagem, os tecidos receberam 10µL de sonda gene 

específica (Tabela 3) e foram incubados em estufa por 6 minutos a 96°C seguido 

de incubação a 37ºC overnight em hibridizador (Hybridization oven/shaker-

RPM2510E_Amersham Biosciences). Após a hibridização e lavagem em tampão 

0,5X SSC (Cód.WB-0001-500_ZytoVision) a 25°C e em tampão 0,5X SSC a 75°C 

por 5 minutos os cortes foram mergulhados em solução 3% de H2O2 

(Cód.311784_Nuclear) durante 10 minutos. Os cortes foram então incubado em 

solução de bloqueio (Cód.BS-0001-4_ZytoVision) por 10 minutos a 25°C seguida 

de incubação com anticorpo de camundongo anti-digoxigenina (Cód.AB-0001-

4_ZytoVision) por 30 minutos e anticorpo anti-camundongo conjugado com 

peroxidase (Cód.AB-0002-4_ZytoVision) por 30 minutos, separadamente. A 
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revelação foi realizada solução de Diaminobenzidina-DAB1a (Cód.SB-0001a-

0.3_ZytoVision) e solução DAB1b (Cód.SB-0001b-2_ZytoVision) por 30 minutos. 

Os tecidos foram contra corados com hematoxilina (Cód.S21-MJ1_ZytoVision) por 

10 segundos e, finalmente, foram submergidos em etanol (70, 85, 95, 100 e 100%) 

e xilol, e montados para análise.   

A análise da marcação dos cortes submetidos a hibridização cromógena in 

situ foi realizada através de microscopia de campo luminoso (Nikon, Eclipse-50i 

USA) na objetiva do 40x. Os tumores foram classificados em não amplificados 

quando mais de 50% dos núcleos apresentavam um número de 1 a 5 cópias do 

gene. Baixa amplificação: quando mais de 50% dos núcleos apresentavam um 

número de 6 a 10 cópias do gene por núcleo. Amplificados: quando mais de 50% 

dos núcleos apresentavam número de cópias do gene maior do que dez ou 

quando se observava nos núcleos região homogênea de coloração em mais de 

50% dos mesmos. Como descrito por TANNER et al., (2000), utilizando o ZytoDot 

CISH Implementation Kit (Cód.C-3018-40) da ZytoVision.  

 

Tabela 03: Sondas utilizadas na realização da hibridização in situ Cromógena nos 
espécimes do estudo. 

Sonda Empresa Locus Volume de 
uso 

Controle Positivo 

Her-2 ZytoVision, 
Germany 

17q12 10µl Linhagens de células 
humanas apresentando 

amplificação 

C-myc ZytoVision, 
Germany 

8q24 10µl Linfonodo humano não 
neoplásico 

HER-2: Gene do Receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2.C-myc: 
Gene de mielocitomatose celular. 

 

4.6 Análise Digital de Imagens  

Para analisar as amostras submetidas à técnica imunohistoquímica foi 

utilizado um sistema de vídeo-câmera acoplado a um microscópio óptico Eclispe 

50i (Nikon, Eclipse-50i USA). Foram analisadas áreas aleatórias (µm2) e número 

de células marcadas por área. A análise quantitativa das células das marcadas 

será aferida utilizando sistema automático, estudando-se três áreas em cada 
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caso. A análise quantitativa das células marcadas será aferida utilizando sistema 

automático, estudando-se áreas aleatórias em cada caso. 

 

 

4.7 Análise Estatística 

Os dados da caracterização dos carcinomas ductais invasivos foram 

descritos utilizando seus valores absolutos e relativos e expressos na forma de 

gráficos e tabelas. Também, a análise da correlação entre os dados clínico-

patológicos das amostras dos tumores de mama e os resultados imuno-

histoquímicos dos biomarcodres estudados foram realizados através do teste qui-

quadrado (χ2) e/ou teste exato de Fischer utilizando o programa computacional 

Prism 5 for Windows (GraphPad Prism 5.0). Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes quando p ≤ 0,05. 

 

4.8 Aspectos Éticos 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética do Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (CAAE 

06586612.9.0000.5208–Parecer No. 140.876 em 07/11/2012). 
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RESUMO 

 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo e o mais 

comum entre as mulheres, correspondendo a 25% de todos os cânceres do sexo 

feminino. No Brasil, representa a primeira incidência de neoplasia na mulher. 

Assim, o estudo de alguns biomarcadores pode auxiliar na compreensão da 

progressão, bem como no planejamento de terapias mais adequadas mediante a 

caracterização molecular destes tumores. O gene c-myc está localizado no 8q24 

e codifica fatores de transcrição que participam direta e indiretamente na 

regulação do ciclo celular, diferenciação, metabolismo, crescimento, apoptose, 

instabilidade genômica, angiogênese e imortalização. O c-myc tem sido apontado 

como peça central no processo tumorigênico e sua amplificação está relacionada 

com carcinomas ductal invasivos (CDI). Este estudo tem como objetivo avaliar a 

amplificação de c-myc utilizando a hibridização in situ cromógena (CISH) e 

correlacionar este marcador molecular com parâmetros clínico-patológicos. 

Sessenta biópsias de carcinoma ductal invasivo foram analisadas. Os subtipos de 

CDI mais frequentes foram o luminal A (37,7%) e o triplo negativo (40%).  Os 

subtipos luminais mostraram ser bem diferenciados em relação ao grau 

histológico (p=0.0135). Em contraste com os carcinomas basal e superexpressão 

HER-2. Maiores, pouco diferenciados (p= 0.0570), com comprometimento 

linfonodal e estadio avançado ao diagnóstico. A amplificação do oncogene c-myc 

foi observada em 21 tumores (35%). Com relação a presença e ausência de 

amplificação de c-myc entre os subtipos de carcinoma da mama,  não foi 

observada diferença estatística. Uma melhor compreensão do comportamento 

dos tumores com amplificação e do seu impacto clínico combinado com outros 

parâmetros moleculares poderá ajudar a estratificar pacientes em grupos de risco 

e conduzir a terapias mais específicas. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama, c-myc, subtipos moleculares, amplificação 

gênica, hibridização in situ cromógena 
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is the second most common cancer worldwide among women, 

accounting for 25% of all female cancers. In Brazil, it is the most incident cancer 

in women. In this context, the study of some markers may help the understanding 

of disease progression, as well as planning the most appropriate therapy. C-myc 

gene is involved in cell differentiation, apoptosis, angiogenesis and 

immortalization, playing central role in the tumorgenic process and its amplification 

is associated with invasive ductal carcinomas (IDC). This study aimed to evaluate 

c-myc amplification using chromogenic in situ hybridization (CISH) and to correlate 

this molecular marker with clinic-pathological features. Biopsies (n=60) invasive 

ductal carcinoma (IDC) were analyzed. The most frequent molecular sub-types of 

IDC were Luminal A (37.7%) and triple-negative (40%). Luminal sub-type showed 

to be well differentiated tumours regarding histological grade (p=0.0135). On the 

contrary, the basal type and superexpressed HER-2 carcinomas presented larger 

and poorly differentiated tumors (p= 0.0570) with linfonodes involvement and 

advanced stages at the time of diagnosis. We observed c-

myc oncogene amplification in 21 tumours (35%). No statistical 

difference between amplified and non-amplified and molecular subtypes of IDC 

was found. A better understanding of tumors behavior of c-myc amplification and 

its clinical impact, combined with other molecular parameters, will help to stratify 

patients into risk groups and to conduct more targeted therapies. 

 

Key Words: Breast cancer, c-myc, molecular subtypes, gene amplification, 

chromogenic in situ hybridization 
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INTRODUÇÃO  

 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo e 

o mais comum entre as mulheres, correspondendo a 25% de todos os cânceres 

do sexo feminino. Entre as mulheres americanas é a neoplasia mais comum, 

ficando apenas atrás do câncer de pulmão (IARC, 2016; AMERICAM CANCER 

SOCIETY, 2016). 

 No Brasil, estimativas para o ano de 2016, indicam que ocorrerão mais de 

600 mil novos casos de câncer, dos quais 57.960 será câncer de mama (INCA, 

2016).  

A etiologia é desconhecida, entretanto, alguns fatores de risco podem estar 

envolvidos como, por exemplo, menarca precoce, menopausa tardia, 

nulipariadade, idade da primeira gestação, uso de anticoncepcionais, terapia de 

reposição hormonal, exposição às radiações ionizantes, pré-disposição genética 

(SCHULZ, 2007). 

O câncer da mama é subdividido em vários tipos, que diferem por sua 

morfologia, características moleculares e evolução clínica. Os fatores 

prognósticos que indicam a evolução da doença incluem grau do tumor, tamanho 

e proliferação (SIMPSON et al., 2005; LOPEZ-GARCIA et al., 2010). 

O carcinoma ductal invasivo, via de regra, apresenta um comportamento 

clínico agressivo, e uma resposta terapêutica que pode variar a depender do seu 

estágio, estadiamento bem como a presença de alguns marcadores moleculares 

(SCHULZ, 2007; HAAS et al., 2011; PEROU, 2011).  

Alterações numéricas e estruturais no cromossomo 8 tem sido comumente 

observadas no câncer de mama (TIRKKONEN et al., 1998; COURJAL; THEILLET 

1997; KALTZ-WITTMER et al., 2000; LAMBROS et al., 2006) e em vários outros 

tipos de tumores (SATO et al., 2006; HANSEL et al., 2008; PENG et al., 2011). 

Em sua grande maioria, estas alterações ocorrem como mudanças de baixo nível 

no número de cópias, incluindo deleções parciais ou completas no 8p e ganhos 

no 8q (RUMMUKAINEN et al., 2001; LETESSIER et al., 2006). Altos níveis de 

amplificação têm sido encontrados não apenas no 8q24, mas também em outras 

regiões no cromossomo 8, como por exemplo 8p12, 8q21(BUERGER et al., 1999; 

CINGOZ et al., 2003; CHOSCHZICK et al., 2010).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haas%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sato%20H%22%5BAuthor%5D
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Amplificação do gene é um importante mecanismo para superexpressão 

protéica e ativação de oncogenes no câncer (MYLLYKANGAS; BOHLING; 

KNUUTILA, 2007). O proto-oncogene c-myc, (homólogo ao oncogene viral v-myc 

causador de mielocitomatose em de aves), localizado no braço longo do 

cromossomo 8 (VARMUS, 1984) é em geral, alvo de amplificação (ESCOT et al 

1986). A qual pode ser observada na forma dúplos-mínusculos (DMs) e/ou região 

homogênea de coloração (HSR) (BIZARI; SILVA; TAJARA, 2006). O produto 

gênico do c-myc consiste em um fator de transcrição envolvido na proliferação, 

divisão, crescimento, metabolismo diferenciação e apoptose celular. A 

desregulação do c-myc pode induzir à carcinogênese, através da instabilidade 

genômica, descontrole da proliferação celular, escape da vigilância do sistema 

imune, imortalização e a independência de fatores de crescimento (VITA;  

HENRIKSSON, 2006; MEYER; PENN, 2008).   

O oncogene c-myc tem sido mostrado amplificado e/ou superexpresso em 

muitos tipos de câncer, inclusive em tumores de mama (RODRIGUEZ-PINILLA et 

al., 2007; ISMAIL et al., 2009; YASOJIMA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011; 

ZITTERBART et al., 2011). A frequência de sua amplificação, superexpresão do 

mRNA e da protéica no câncer de mama variam (LIAO; DICKSON; 2000; 

BARSYTE-LOVEJOY et al., 2006). Estudos têm mostrado c-myc amplificado no 

câncer de mama e em outras neoplasias (BLANCATO et al., 2004; KORSHUNOV 

et al., 2010; TODOROVIĆ-RAKOVIĆ; NEŠKOVIĆ-KONSTANTINOVIĆ; NIKOLIĆ-

VUKOSAVLJEVIĆ, 2011). Apesar disto, a frequência exata de sua 

amplificação não é muito clara variando muito dependendo do tipo de estudo e 

técnica empregada (DEMING et al., 2000).  

Ao contrário da amplificação e superexpressão do oncogene HER-2, na 

qual já existe um consenso quanto a sua aplicação clínica devido ao seu impacto 

terapêutico (LEYLAND-JONES, 2002; JAHANZEB, 2008; SINGER et al., 2008), 

para o c-myc amplificado, ainda não se observa tal associação apesar de estudos 

mostrarem que sua amplificação está associada a fenótipos mais agressivos 

(WOLFER et al., 2010)  e prognóstico desfavorável na presença marcador 

molecular (BOUCHALOVA et al., 2009, ISMAIL et al., 2009; YASOJIMA et al., 

2011). 

  Atualmente têm-se estudado a utilidade deste biomarcador em associação 

com outros para se avaliar reposta terapêutica (YASOJIMA et al., 2011) e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodriguez-Pinilla%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodriguez-Pinilla%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasojima%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ribeiro%20HF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zitterbart%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Korshunov%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Korshunov%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Todorovi%C4%87-Rakovi%C4%87%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ne%C5%A1kovi%C4%87-Konstantinovi%C4%87%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nikoli%C4%87-Vukosavljevi%C4%87%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nikoli%C4%87-Vukosavljevi%C4%87%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Singer%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wolfer%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bouchalova%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasojima%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasojima%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasojima%20H%22%5BAuthor%5D
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estratificar tumores em diferentes grupos de risco (ISMAIL et al, 2009). Fato que 

ilustra o relevante papel deste gene no câncer de mama. Neste sentido, objetivo 

deste trabalho é investigar a relação da amplificação do gene c-myc com fatores 

prognósticos entre os subtipos moleculares de câncer de mama. 

 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Desenho do estudo: trata-se de um estudo retrospectivo descritivo e 

experimental do tipo transversal. O estudo descritivo foi realizado no Setor de 

Patologia do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas-UFPE 

(HC/UFPE) e as análises experimentais foram realizadas no Setor de Patologia 

do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami - Universidade Federal de 

Pernambuco (LIKA/ UFPE).  

 

Amostras: foram selecionados 60 blocos de biópsias diagnosticadas como 

carcinoma ductal invasivo (CDI) do arquivo do Setor de Patologia do Serviço de 

Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas-UFPE. Após análise de um 

patologista (M.A) para confirmação diagnóstica os espécimes foram utilizados no 

estudo experimental. Os dados referentes à caracterização clínico-patológica 

(idade, tamanho do tumor, grau histológico e nuclear, estadiamento ao 

diagnóstico, tipo histológico e status de comprometimento linfonodal), foram 

obtidos dos prontuários e laudos histopatológicos, resguardada a identidade dos 

pacientes. 

 

Critério de inclusão e exclusão: foram incluídas no estudo amostras 

diagnosticadas como carcinoma ductal invasivo da mama (CDI) apresentando 

estado de preservação adequados e em quantidade suficiente de material para 

ser analisado e com informações sobre os dados clínico-patológicos completos 

(idade no momento ao diagnóstico, tamanho do tumor pós-operatório, 

estadiamento patológico do tumor, status de comprometimento linfonodal e grau 

histológico e grau nuclear). Foram excluídos do estudo amostras de pacientes que 

não puderam ser analisadas devido à exiguidade do material. Amostras que não 

puderam ser resgatadas para análise por se encontrarem em processo de revisão 
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anatomopatológica no próprio setor ou em outros laboratórios. Também foram 

excluídos pacientes que fizeram terapia neoadjuvante devido ao fato desta poder 

interferir na expressão alguns biomarcadores avaliados neste estudo. 

 

Imunohistoquímica: amostras de biópsias de CDI, fixados em formalina e 

embebidos em parafina, foram seccionados em micrótomo (4µm) e fixadas em 

lâminas histológicas previamente silanizadas. Os cortes histológicos foram 

desparafinizados em xilol por 1 hora a 60°C seguido por 30 minutos a 25°C e 

reidratadas em álcool etílico graduado (100 - 70%). Os tecidos foram então 

incubados em solução de hidróxido de amônio a 10% (NH4OH) em metanol por 

10 minutos a 25°C seguido de incubação em tampão citrato 10mM (pH 6,0), por 

30 minutos a 25°C e posteriormente em solução de metanol-H2O2 a 0,3% por 30 

minutos a 25°C. Os tecidos foram incubados em solução de BSA 1% em PBS por 

1 hora a 25°C. Na sequência os tecidos foram incubados overnight a 4°C com os 

anticorpos primários específicos, separadamente (Tabela 1), seguido de 

incubação com o anticorpo secundário (ADVANCE TM HRP LINK) por 45 minutos 

a 25°C e anticorpo terciário (ADVANCE TM HRP ENZIME) por 45 minutos a 25°C. 

A revelação foi realizada usando uma solução de diaminobenzidina (DAB)-H2O2. 

Os cortes foram contra-colorados com hematoxilina, montadas em Entelan e 

analisadas em microscópio óptico (FERREIRA at al., 2013). 

  

 Tabela 01: Anticorpos primários utilizados nas realizações de imunohistoquímica 
para caracterização molecular dos espécimes tumorais. 

Anticorpo Empresa Clone Diluição de 
uso 

Controle Positivo 

HER-2 
Santa Cruz 

Biotechnology 
Inc, USA 

CB11 1:100 
Mama neoplásica 

humana 

RE 
Santa Cruz 

Biotechnology 
Inc, USA 

L20 1:50 
Mama não neoplásica 

humana 

PR 
Santa Cruz 

Biotechnology 
Inc, USA 

AB-52 1:50 
Mama não neoplásica 

humana 

Ki-67 
Santa Cruz 

Biotechnology 
Inc, USA 

Ki-67 1:50 
Tonsila humana não 

neoplásica 

HER-2: Receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2. RE: Receptor de 
estrógeno; RP: Receptor de progesterona; Ki-67: Antígeno de proliferação Ki-67. 
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Critérios de Interpretação: Para a avaliação da expressão de HER-2 os tumores 

foram classificados em negativos: imunorreatividade com score 0 ou 1+. E 

positivo: (score 3+) ou score 2+ para imunohistoquímica com amplificação de Her-

2 por hibridização in situ cromógena (CISH). De acordo com o guia de diretrizes e 

recomendações ASCO/CAP HER-2 (2013). Para os receptores hormonais: 

receptor de estrógeno (RE) e progesterona (RP) foram considerados positivos 

quando tinham imunomarcação nuclear ≥10% das células. De acordo com o guia 

de recomendações de diretrizes para ER/PR ASCO/CAP (2010). O antígeno de 

proliferação celular Ki-67 foi determinado utilizado o seguinte cut off: tumores com 

expressão <14% (baixa expressão) e ≥14% (alta expressão) de positividade 

nuclear como descrito por Cheang et al., (2009).  

A classificação dos tumores em subtipos de moleculares seguiu os critérios 

adotados nas diretrizes e recomendações do St Gallen (2013). Assim os mesmos 

foram classificados em quatro subtipos considerando o perfil imunohistoquímico 

em: Luminal A, Luminal B, Super-expressão de HER-2 e Triplo negativo (Tabela 

2). 

 
 
 
Tabela 02 - Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular 
por imunoistoquímica dos tumores de mama. 

Subtipo Molecular Perfil de Imunomarcação 
Luminal A RE+ e/ou RP+ HER-2 - Ki-67< 14% 

Luminal B 
RE+ e/ou RP+ 
*RE+ e/ou RP+ 

HER-2 - 
*HER-2+ 

Ki-67 ≥ 14% 

Superexpressão de Her-2 RE-, RP- HER-2 +  

Tripo-negativo RE-, RP- HER-2 -  

HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; RE: 
receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; Ki-67: antígeno de 
proliferação Ki-67. *Subtipo molecular Luminal B Her-2+ Adaptado de 
Goldhirsch et al, (2013). 

 
 

Hibridização in situ cromógena: os cortes das biópsias de CDI (4µm) fixados 

em lâminas histológicas foram desparafinizados em xilol e incubadas em solução 

de pré-tratamento (Cód.PT-0002-500_ZytoVision) por 15 minutos a 98°C. Os 

cortes foram então tratados com o reagente de digestão enzimática (Cód.ES-

0001-4_ZytoVision) por 10 minutos a 25°C. Em seguida as lâminas foram 

incubadas em etanol (70-100%) por 2 minutos a 25°C e secas por 10 minutos a 
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25°C. Após a secagem, os cortes foram incubados com a sonda ZytoDot SPEC-

CMYC Probe (Cód.C-3013-400_ZytoVision) (Tabela 3) por 6 minutos a 96°C 

seguido de hibridização a 37ºC graus overnight em hibridizador (Hybridization 

oven/shaker-RPM2510E_Amersham Biosciences). Após a hibridização, os cortes 

de tecido foram lavados em tampão 0,5X SSC (Cód.WB-0001-500_ZytoVision) a 

25°C, seguido de tampão 0,5X SSC por 5 minutos a 75°C e, finalmente, em água 

deionizada (3x2 minutos). Na sequência as lâminas foram mergulhadas em 

solução 3% de H2O2 (Cód.311784_Nuclear) por 10 minutos e em tampão 

PBS/tween20 (Cód.F003-MI1_ZytoVision), 3x2 minutos. Os tecidos foram 

incubados em solução de bloqueio (Cód.BS-0001-4_ZytoVision) por 10 minutos a 

25°C e depois incubados com anticorpo de camundongo anti-digoxigenina 

(Cód.AB-0001-4_ZytoVision) por 30 minutos a 25°C. Após isto os cortes foram 

incubados com anticorpo anti-camundongo conjugado com peroxidase (Cód.Ab-

0002-4_Zytovision) por 30 minutos a 25°C e com uma solução de 

Diaminobenzidina (DAB) (Cód.SB-0001a-0.3_ZytoVision) por 30 minutos e 

solução para DAB (Cód.SB-0001b-2_ZytoVision) por 30 minutos. As lâminas 

foram contra-coradas com hematoxilina (Cód.S21-MJ1_ZytoVision) por 10 

segundos e montadas para análise em microscopia de campo luminoso (TANNER 

et al., 2000). 

 

Critérios de Interpretação: a análise dos cortes tissulares da hibridização 

cromógena in situ foi realizada através de microscopia de campo luminoso (Nikon, 

Eclipse-50i USA) na objetiva do 40x. Os tumores foram classificados em não 

amplificados quando mais de 50% dos núcleos apresentavam um número de 1 a 

5 cópias do gene. Baixa amplificação: quando mais de 50% dos núcleos 

apresentavam um número de 6 a 10 cópias do gene por núcleo. Amplificados: 

quando mais de 50% dos núcleos apresentavam número de cópias do gene maior 

do que dez ou quando se observava nos núcleos região homogênea de coloração 

em mais de 50% dos mesmos.  Como descrito por TANNER et al., (2000).  
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Tabela 03. Sondas utilizadas na realização da hibridização in situ Cromógena nos 
espécimes do estudo. 

Sonda Empresa Locus Volume de 
uso 

Controle Positivo 

Her-2 ZytoVision, 
Germany 

17q12 10µl Tecido humano não 
neoplásico  

c-myc ZytoVision, 
Germany 

8q24 10µl Linfonodo humano não 
neoplásico 

Her-2: Gene do Receptor para o fator de crescimento epidérmico humano 2.C-myc: Gene 
de mielocitomatose celular.  

 
 

Análise Digital de Imagens: para analisar as amostras submetidas à técnica 

imunohistoquímica foi utilizado um sistema de vídeo-câmera acoplado a um 

microscópio óptico Eclispe 50i (Nikon, Eclipse-50i USA). Foram analisadas áreas 

aleatórias (µm2) e número de células marcadas por área. A análise quantitativa 

das células das marcadas será aferida utilizando sistema automático, estudando-

se três áreas em cada caso.  

 

Análise estatística: os dados da caracterização dos carcinomas ductais invasivos 

foram descritos utilizando seus valores absolutos e relativos e expressos na forma 

de gráficos e tabelas. Também, a análise da correlação entre os dados clínico-

patológicos das amostras dos tumores de mama e os resultados imuno-

histoquímicos dos biomarcodores estudados foram realizados através do teste 

qui-quadrado (χ2) e/ou teste exato de Fischer utilizando o programa 

computacional Prism 5 for Windows (GraphPad Prism 5.0). Os resultados foram 

considerados estatisticamente significantes quando p ≤ 0,05. 

 

Aspectos éticos: o presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética do Centro 

de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (CAAE 

06586612.9.0000.5208–Parecer No. 140.876 em 07/11/2012). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

O perfil imunohistoquímico da população de CDI mamário estudada quanto 

à sua distribuição entre todos os subtipos moleculares mostrou maiores 

frequências entre o luminal A (36,7%) e o triplo negativo (40%). Estes resultados 

foram semelhantes a um estudo de base populacional realizado com mais de 10 

mil mulheres, a partir de dados de registros de câncer em vários países da 

América do Norte, Europa e Austrália, que demonstrou o subtipo luminal A (71,3%) 

e o triplo negativo (16%) eram os mais frequente entre os outros tipos de tumores 

(BLOWS et al., 2010). 

Dentre os resultados encontrados quanto aos dados clínicopatológicos dos 

subtipos moleculares de CDI avaliados destacamos que a idade média das 

pacientes ao diagnóstico foi de 53,34 anos. Esse resultado está de acordo com 

que a idade média encontrada em outros estudos na população brasileira que foi 

respectivamente, de 54,0 e 56,4 anos (MORAES et al., 2006; GUERRA; GULNAR; 

BUSTAMANTE-TEIXEIRA, 2009).  

A frequência absoluta entre todos os pacientes com idade ≤50 e >50 

correspondeu a 50% (30/60). O tamanho do tumor ao diagnóstico ≤5cm e >5cm 

foi 39 (65%) e 21 (35%). O grau histológico I e II correspondeu a 26 (43,30%) e III 

34 (56,70%). Quarenta e três pacientes (71.7%) eram positivos e 17 (28.30%) 

eram negativos para comprometimento linfonodal. O grau nuclear 1 e 2 

correspondeu 22 (36,70%) e 38 (63,30%) correspondeu ao grau 3 

respectivamente (Tabela 4). 

Com relação à idade ao diagnóstico (Tabela 4) observou-se neste estudo 

que as pacientes com tumores triplo-negativo apresentaram alta prevalência 

(62,5%) de idade ≤ 50 anos ao diagnóstico. Não sendo verificada diferenças 

estatisticamente significantes para idade entre cada grupo de tumor (p = 0,4356). 

Esses resultados não diferem dos observado em outros estudos, que tem 

reportado, o predomínio de tumores triplo negativo entre as pacientes mais jovens 

exibindo doença mais avançada ao diagnóstico e com índices de proliferação 

celular mais elevado CAREY et al., 2006; KWAN et al., 2009; CORREA et al., 

2010).  

O maior percentil de tumores com tamanho ≤5,0cm ao diagnóstico foi 

encontrado no subtipo luminal A (86,4%) e luminal B (83,3%) (p = 0,0159) 
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respectivamente (Tabela 4). Também foi observado que subtipo luminal A 

(68,2%), destacou-se por apresentar menor grau histológico I/II (p=0,0135) em 

relação aos outros subtipos de tumores (Tabela 4). O grau nuclear 1 e 2 também 

foi mais prevalente (54,5%) para os luminais A (p=0,1028) (Tabela 4). Uma relativa 

associação prognóstica favorável foi observada com relação ao grau tumoral e 

nuclear. Para ambos os parâmetros (graus histológicos e nuclear) se verificou um 

aumentando das chances desses tumores apresentarem graus histológicos entre 

I ou II (p=0.006) e nuclear entre 1 e 2 (p=0,0504) respectivamente, o que pode ser 

utilizado para inferir as características prognósticas dos tumores luminais (Tabela 

5). Esses resultados estão de acordo com estudo que mostrou características 

significativamente favoráveis entre os tumores luminal A e B, tumores 

diferenciados com baixo a moderado grau histológico, e estadio precoce ao 

diagnóstico (IRIGOYEN et al., 2011). 

 

Tabela 04: Distribuição dos parâmetros clínico-patológicos entre cada subtipo 
molecular de CDI de mama. 

Característica 
clínicopatológicas 

Luminal A Luminal B HER-2 
Triplo 

negativo 
p* 

 n % n % n % n %  

Idade (anos)          

≤50 9 41 3 50 3 37,5 15 62,5 
0,4356 

>50 13 59 3 50 5 62,5 9 37,5 

Tamanho (cm)          

≤ 5 19 86,4 5 83,3 3 37,5 12 50 
0,0159 

>5 3 13,6 1 16,7 5 62,5 12 50 

Grau histológico          

I/II 15 68,2 1 16,7 1 12.5 9 37,5 
0,0135 

III 7 31,8 5 83,3 7 87,5 15 62,5 

Status linfonodal          

Positivo 15 68,2 4 66,7 7 87,5 17 70,8 
0,7527 

Negativo 7 31,8 2 33,3 1 12.5 7 29,2 

Grau nuclear          

1 e 2 12 54,5 1 16,7 1 12.5 8 33,3 
0,1028 

3 10 45,5 5 83,3 7 87,5 16 66,7 

*Teste de qui-Quadrado 
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Tabela 05. Distribuição dos parâmetros clínico-patológicos entre cada subtipo 
molecular de câncer de mama em relação ao agrupamento dos outros subtipos 

  Idade (anos)    

Subtipo Molecular ≤50 >50 p** 
OR 

(IC95%) 

  n % n %   

Luminal A 
+ 9 40,9 13 59,1 

0,4220** 
0.5604 

- 
21 55,3 17 44,7 0.1934-

1.624 

Luminal B 
+ 3 50,0 3 50,0 

1.000** 
1.000 

- 
27 50,0 27 50,0 0.1850-

5.405 

Superexpressão 
de HER-2 

+ 2 25,0 6 75,0 
0,700** 

0,5789 

- 
19 36,5 33 63,5 0.1060-

3.161 

Triplo-negativo + 8 33,3 16 66,6 
1,000** 

0,8846 

 
- 

13 36,1 23 63,9 0.2981-
2.625 

  Tamanho tumor (cm)   

Subtipo Molecular ≤5 >5 p** OR(IC95%) 

  n % n %   

Luminal A 
+ 19 86,4 3 13,6 

0,0112** 
5.700 

- 
20 52,6 18 47,4 1.442-

22.53 

Luminal B 
+ 4 66,6 2 33,3 

0,2199** 
2,902 

- 
17 31,5 37 68,5 0.5837-

14.43 

Superexpressão 
de HER-2 

+ 3 37,5 5 62,5 
0,0853** 

0,1778 

- 
36 69,2 16 30,8 0.03112-

1.016 

Triplo-negativo + 12 50,0 12 50,0 
0,0578** 

0,3333 

 
- 

27 75,0 9 25,0 0.1110-
1.001 

  Grau Histológico   

Subtipo Molecular I/II III p** OR(IC95%) 

  n % n %   

Luminal A 

+ 15 68,2 7 31,8 

0.006** 

5,260 

- 
11 29,0 27 71,0 1.684-

16.43 

Luminal B 
+ 1 16,7 5 83,3 

0,2206 
0,2320 

- 
25 46,3 29 53,7 0.02537-

2.122 

Superexpressão 
de HER-2 

+ 1 12,5 7 87,5 
0,0570** 

0,1323 

- 
25 48,1 27 51,9 0.01517-

1.153 

Triplo-negativo + 9 37,5 15 62,5 

0,5960** 

0,6706 

 
- 

17 47,2 19 52,7 0.2336-
1.925 

  Status linfonodal   

Subtipo Molecular Sim Não p** 
OR 
(IC95%) 

  n % n %   
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Luminal A 
+ 15 68.2 7 31.8 

0,7681** 
0.7653 

- 
28 73.7 10 26,3 (0.241-

2.422) 

Luminal B 
+ 4 66,7 2 33,3 

1.000** 
0,7692 

- 
39 72,2 15 27,3 0.1272-

4.650 

Superexpressão 
de HER-2 

+ 7 87,5 1 12,5 
0,4201** 

3,111 

- 
36 69,2 16 30,8 0.3527-

27.44 

Triplo-negativo + 17 70,8 7 29,2 

0,5592** 

1,518 

 
- 

26 72,2 10 27,8 0.4650-
4.955 

  Grau Nuclear   

Subtipo Molecular 1 / 2 3 p** 
OR 
(IC95%) 

  n % n %   

Luminal A 
+ 12 54.5 10 45,4 

0.0504** 
3.360 

- 10 26,3 28 73,7 (1.077-3.990) 

Luminal B 
+ 1 16,7 5 83,3 

0,3999** 
0,3143 

- 
21 38,9 33 61,1 0.03426-

2.883 

Superexpressão 
de HER-2 

+ 1 12,5 7 87,5 
0,2376** 

0,2109 

- 
21 40,4 31 59,6 0.02413-

1.843 

Triplo-negativo + 8 33,3 16 66,7 
0,7865** 

0,7857 

- 
14 38,9 22 61,1 0.2664-

2.317 

*Teste exato de Fisher. *Teste de qui-Quadrado. Estatisticamente significante 
p≤0,05) 
 

 

O nível de comprometimento linfonodal entre os subtipos moleculares foi 

avaliado. Destacaram-se os tumores superexpressão de HER-2, 87,5% (7/8), 

triplo-negativo 70,8% (17/24) com maiores taxas de positividade para invasão de 

linfonodos regionais seguido de luminal A 68,2% (15/22) e luminal B 66,7% (4/6). 

Contudo, não foi observada diferença estatisticamente significante entre os eles 

(p = 0,7527) (Tabela 4). Para os superexpressão de HER-2 um relativo aumento 

das chances das pacientes terem tumores mais indiferenciados (Grau III) foi 

observado. Impactando de maneira negativa no prognóstico (p=0,0570) dos 

pacientes (Tabela 5). Estes resultados coincidem com outros estudos nos quais 

os carcinomas superexpressão de HER-2 e triplo negativo apresentam-se com as 

características clínico-patológicas mais desanimadoras comparados aos luminais 

(HUANG, NEWMAN, MILLIKAN, 2000; KREIKE et al., 2007) 

O câncer de mama é uma afecção que apresenta um comportamento 

clínico heterogêneo. Sabe-se que os resultados clínicos dos pacientes dependem 
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dos diferentes parâmetros clínico-patológicos, incluindo, grau histológico, 

tamanho do tumor, status linfonodal e subtipo histológico. Contudo, outros 

parâmetros como, por exemplo, alguns marcadores moleculares podem auxiliar 

na seleção de pacientes para terapia adjuvante. Estes marcadores são 

definidores para estratificação de populações “uniformes” em subpopulações 

definidas para que as terapias oferecidas a estes grupos sejam reflexo de suas 

verdadeiras necessidades terapêuticas (HAMILTON; PICCART, 2000).  

A técnica de Hibridização in situ se baseia na propriedade da 

complementariedade das bases nitrogenadas. A CISH quando comparada a 

outras técnicas (Southern blotting e PCR; a hibridização in situ apresenta certas 

vantagens (SQUIRE et al., 1996). Permite análise concomitante das 

características morfológicas dos tumores, número de células e heterogeneidade 

intratumoral do número de cópias gênicas (LAMBROS; NATRAJAN; REIS-FILHO, 

2007).  

Em nosso estudo, uma frequência de 35% de amplificação do gene c-myc foi 

observada nos pacientes (Figura 1). Aulmann et al., (2006) demonstrou resultados 

similares (22%). Deming et al., (2000) observou uma frequência menor de 

amplificação (15,7%) em seu estudo. Recentemente, Yasojma et al., (2011) observou 

um índice de positividade de 40%. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 01: Frequência de amplificação do gene c-myc entre 
pacientes portadoras de carcinoma invasivo da mama. 
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A frequência de amplificação do gene c-myc entre os parâmetros clinico-

patológicos são apresentados na tabela 6. A maioria dos pacientes com 

amplificação de c-myc (66,7%) apresentavam tumores indiferenciados (grau 

histológico III) ao diagnóstico. Aproximadamente 86% dos pacientes com 

amplificação apresentavam comprometimento de linfonodos regionais ao 

diagnóstico. E 71,4% tinham grau nuclear 3. Contudo, não foi observado 

diferenças estatisticamente significantes entre todos os parâmetros analisados e 

amplificação. Estudos têm reportado que a amplificação de c-myc afeta o 

prognóstico de vários tumores. Visto que tumores apresentados desregulação do 

gene apresentam maior nível de metástase em linfonodos menores taxas de 

sobrevida livre de doença (HWANG et al., 2015; LEBOK et al., 2015). 

 

 

 
Tabela 06: Distribuição dos parâmetros clínico-patológicos entre 
cada subtipo molecular de CDI de mama. 

 Amplificação de c-myc  

Variáveis 
clínicopatológicas 

Positivo Negativo p* 

 n % n %  

Idade (anos)      

≤50 8 38,1 22 56,4 
0,2789 

>50 13 61,9 17 43,6 

Tamanho (cm)      

≤ 5 13 61,9 26 66,7 
0,7803 

>5 8 38,1 13 33,3 

Grau histológico      

I/II 7 33,3 19 48,7 
0,2866 

III 14 66,7 20 51,3 

Status linfonodal      

Positivo 18 85,7 25 64,1 
0,1318 

Negativo 3 14,3 14 35,9 

Grau nuclear      

1 e 2 6 28,6 16 41 
0,4079 

3 15 71,4 23 59 

*Teste de qui-Quadrado. Estatisticamente significante p≤0,05) 
 

 

A frequência de amplificação do c-myc entre os tumores foi: luminal A 

(31,8%), luminal B (66,7%), HER-2 (25%) e o triplo negativo (33,3%). Não foram 
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observadas diferenças estatisticamente significantes entre tumores com e sem 

amplificação e entre os subtipos moleculares (p=0.3730) (tabela 7).  

 
 

 
Tabela 07. Frequência de amplificação de c-myc nos subtipos moleculares de 
câncer de mama. 

Subtipos Moleculares 

       Amplificação de c-myc  

Positivo 
n (%)  

Negativo 
n (%) 

 p* 

Luminal A 7 (31,8%) 15 (68,2%) 

0.3730 
Luminal B 4 (66,7%) 2 (33,3%) 
Superexpressão de Her-2 2 (25,0%) 6 (75,0%) 
Triplo negativo 8 (33,3%) 16 (66,7%) 

*Teste de qui-quadrado. Estatisticamente significante p≤0,05) 
 

A análise da distribuição de amplificação do c-myc comparada entre cada 

subtipo intrínseco de tumor de mama encontram-se descritos na tabela 8. A 

comparação entre cada grupo de individualmente revelou não haver diferença 

estatisticamente significativas entre os pare analisados. 

 
 

Tabela 08. Frequência de amplificação do gene c-myc detectado por CISH, 
entre cada subtipo molecular de câncer de mama em relação ao 
agrupamento dos outros subtipos. 

  Amplificação de c-myc  

Subtipos Moleculares Categorias Sim Não p* 

  n % n %  

Luminal A 
+ 7 31.8 15 68,2 

0,783 
- 14 36,8 24 63,2 

       

Luminal B 
+ 4 66,7 2 33,3 

0,170 
- 17 31,5 37 68,5 

       

Superexpressão de Her-2 
+ 2 25,0 6 75,0 

0,700 
- 19 36,5 33 63,5 

       
Triplo-negativo + 8 33,3 16 66,6 

1,000 
 - 13 36,1 23 63,9 

*Teste de qui-square ou Fisher’s exact. Estatisticamente significante p≤0,05) 

 

Nossos resultados não apresentaram diferença significativa quando se 

comparou amostras de CDI amplificadas para c-myc e as não-amplificadas. 
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Atualmente, tal inferência pode ser igualmente observada em diversos estudos 

(PEREZ et al., 2011; YASOJIMA et al., 2011). 

 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados permitem concluir que os subtipos moleculares mais 

prevalentes foram luminal A e B, respectivamente. Esses subtipos moleculares de 

CDI mostraram características clínico-patológicas com prognósticos favoráveis, 

exibindo tumores diferenciados com baixo a moderado graus histológico e nuclear 

ao diagnóstico. Tumores superexpressão de HER-2 e triplo-negativo se 

relacionaram com caraterísticas prognósticas desfavoráveis.  Mostrando maiores 

taxas de positividade para invasão de linfonodos regionais. Maiores chances de 

tumores pouco diferenciados e um predomínio de diagnóstico entre as pacientes 

mais jovens respectivamente. Maior frequência de amplificação do c-myc esteve 

presente no subtipo triplo negativo. Indicando que a amplificação pode está 

associada com esteve associada a tumores mais agressivos. Uma vez que a 

amplificação deste oncogene foi encontrada com maior frequência em tumores 

que apresentaram parâmetros clínico-patológicos desfavoráveis. 
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ABSTRACT 
 

Background: Breast cancer is the second most common cancer worldwide among 

women, accounting for 25% of all female cancers. In Brazil, it is the most incident 

cancer in women. The study of some markers may help the understanding of disease 

progression, as well as planning the most appropriate therapy. C-myc gene is involved 

in cell differentiation, apoptosis, angiogenesis and immortalization, playing central role 

in the tumorgenic process and its amplification is associated with invasive ductal 

carcinomas (IDC). This study aimed to evaluate c-myc amplification and its expression 

prein using chromogenic in situ hybridization (CISH) and immunohistochemistry to 

correlate theses molecular markers with clinicopathological features. Materials and 

Methods: A retrospective analysis of breast cancer subtypes, age, tumor status nodal, 

staging pathological, histopathological and nuclear grading of 60 cases. The estrogen 

receptor (ER), progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor receptor-

2 (HER2), and Ki-67 of tumor samples were all investigated by immunohistochemistry 

according to the methods used to classify breast cancer subtypes as proposed in the 

St. Gallen Consensus Report, 2013. To evaluate the c-myc copy number and its 

protein expression, CISH and IHC analyses were performed for breast cancer, in 

Brazilian. Results: The most frequent molecular sub-types of IDC were triple-negative 

(40%) and Luminal A (37.7%). Luminal A (86,4%) and B (83,3%)  sub-types showed 

to be well differentiated tumours regarding histological grade (p=0.0135) and tumors 

size (≤5,0cm) at diagnostic ((p=0,0159). On the contrary, the types superexpressed 

HER-2 and triplo nevative carcinomas presented larger (p=0.0159) and poorly 

differentiated tumors (p= 0.0570) with linfonodes involvement and advanced stages at 

the time of diagnosis. We observed c-myc oncogene amplification in 21 tumours 

(35%) and positive protein expression in 46 tumors (76,7%). No statistical 

difference between amplified and non-amplified and positive and negative molecular 

subtypes of IDC was found. Conclusion: A better understanding of tumors behavior of 

c-myc amplification and protein expression and its clinical impact, combined with 

other molecular parameters, will help to stratify patients into risk groups and to 

conduct more targeted therapies. 

Key Words: Breast cancer, c-myc, gene amplification, expression, chromogenic in 

situ hybridization, immunohistochemistry. 
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INTRODUCTION 

 

Breast cancer is the second most frequent type of cancer in the world. It is 

the most common cancer in feminine gender, corresponding to 25% of women 

cancer cases.1,2  In Brazil, it was estimated that 600 mil cancer cases will be 

detected in 2016, of which 57.690 will be breast cancer.3  

Breast cancer etiology is unknown; nevertheless, some risk factors such as 

precocious menarche, late menopause, nulliparity, women age in their first 

gestation, contraceptive use, hormonal reposition therapy, exposition to ionizing 

radiation and genetic predisposition could be involved with the disease 

development.4     

Usually, invasive ductal carcinoma has an aggressive clinic behavior and 

variations in therapeutic responses depending of staging as well as presence or 

absence of the expression certain biomarkers.4,5,6  

Numerical and structural alterations in chromosome 8 have been commonly 

detected in breast cancer7,8,9 and in others tumors types.10,11,12 The majority of 

these modifications occur as low level changes in copies numbers, including 

complete or partial deletions in 8p and gains in 8q chromosome arms.13,14 High 

amplification levels have been found not only in 8q24 but in other regions of 8 

chromosome, as 8p12 and 8q21.15,16,17      

Gene amplification is an important mechanism for protein overexpression 

as well as for oncogenes activation in cancer.18 C-myc proto-oncogene (homolog 

to v-myc viral oncogene which causes bird myelocytomatosis), situated in 8 

chromosome long arm19, is generally an amplification target.20 The amplification 

can be visualized as double minutes (DM) and/or homogeneous staining region 

(HSR).21 C-myc gene product is a transcription factor involved in cell proliferation, 

division, growth, metabolism, differentiation and apoptosis. Deregulation of c-myc 

gene can induces carcinogenesis by genomic instability, cell proliferation control, 

escape from immune system surveillance and immortalization.22,23  

Amplification and/or overexpression of c-myc oncogene has been detected 

in different neoplasies, including breast cancer.24-31 In breast tumors, c-myc 

amplification frequency, mRNA and protein overexpression vary from 1 to 94%, 22 

to 95% and 50 to 100% respectively.32,33 In spite of these data, c-myc amplification 
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frequency is not so evident, which variation depends on the type of the studies and 

the employed technique.34  

 Unlike HER-2 oncogene amplification and overexpression, which already 

exists a consensus with regard to it clinic application and it therapeutic 

impact.35,36,37, c-myc amplification pattern is not well established to diagnostic and 

therapeutic uses. Some studies demonstrated that c-myc amplification is 

associated with more aggressive phenotypes38 and poor prognostic in the 

presence of molecular marker.39,26,29     

 Nowadays, some groups are studying the use of c-myc in association with 

others biomarkers for evaluate therapeutic response29 as well as tumors 

stratification in different risk groups26, which, illustrates the relevant role of c-myc 

gene in breast cancer. This study aimed to evaluate c-myc amplification and its 

expression prein using chromogenic in situ hybridization (CISH) and 

immunohistochemistry to correlate theses molecular markers with 

clinicopathological features. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Patients 

Sixfty formalin-fixed and paraffin-embedded biopsies diagnosed as invasive 

ductal carcinoma (IDC) were obtained from Anatomy Pathology Service of Hospital 

das Clínicas at Federal University of Pernambuco (UFPE), Brazil. This study was 

approved by the Health Science Center Bioethical Board of UFPE (CAAE 

06586612.9.0000.5208, CEP/CCS/UFPE No.140.876). Eligibility criteria for this 

study were a: histologically confirmed IDC; b: adequacy of clinical data on patient’s 

history, tumor characteristics and c: availability of adequate FFPE tumor tissue for 

biological marker evaluation. Clinical and pathological parameters such as: age, 

tumor size, lymph node invasion, grade histological and stage were evaluated. 

 

Immunohistochemistry 

Tumor sections (4-µm thick) of formalin-fixed, paraffin-embedded were 

deparaffinized in xylene and dehydrated in graded alcohol. Antigens were retrieved 

by heating slides in a steamer in citrate buffer (pH 6) at boiling temperature, for 30 
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minutes. Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% hydrogen peroxide 

in PBS. Sections were incubated for 1 hour at room temperature with a protein-

blocking solution consisting of PBS containing 1% normal goat serum  and then 

incubated with the appropriate dilution of primary antibody: C-myc  (1:50, 9E10; 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California), ER (1:50, L20; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California), PR (1:50, AB-52; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California), HER-2 (1:100, CB11; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California),  Ki-67 (1:50, Ki-67; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California) overnight at 4ºC in humidity chamer. 

Sections were incubated with biotin-free polymer (ADVANCETM HRP KIT, DAKO, 

Carpinteria, CA, USA). According manufacture instructions, samples were 

incubated with ADVANCETM HRP LINK (containg secondary antibodies) for 45 

minutes and then with ADVANCETM HRP Enzyme (containing antibodies 

conjugated to horseradish peroxidase, HRP) for 45 minutes. Immunocomplexes 

were visualized with stable 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB). The 

sections were rinsed with distilled water and counterstained with hematoxylin for 

10 seconds. 

 

Scoring Immunohistochemistry 

Tissues were analyzed using an image system coupled to an Eclipse 50i 

microscope (Nikon, Melville, New York). Regardless of the strength of stain, any 

color of the nucleus (with/without staining of the cytoplasm) was assumed as 

positive. If 10% or more of the tumor cells were positive for MYC protein, the patient 

was considered as MYC positive.40 The estrogen receptor (ER) and progesterone 

receptor (PR) expression analyzes were conducted following the 

recommendations of the ASCO/CAP ER/PR guidelines (2010) (HAMMOND et al., 

2010)41 and HER-2 expression was evaluated according to the ASCO/CAP HER2 

guideline (2013). Cromogenic in situ hybridization was used to assess the number 

of copies of HER2 for cases exhibiting 2+ HER2 staining by performing IHC 

(WOLFF et al., 2013)42. Ki67 expression was evaluated according to Cheang and 

collegues (2009)43and cases were considered positive when more than 14% of 

neoplastic cells nuclei expressed this protein. According to the criteria suggested 

by Consensus St. Gallen (2013), the cases were classified into four subtypes 

according to the IHC results: 1) LA (ER- and/or PR-positive, HER2-negative, and 
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Ki-67 <14%); 2) LB (ER- and/or PR-positive and either HER2- positive or Ki-67 

≥14%); 3) HE (ER- and PR-negative and HER2-positive); and 4) TN (ER-, PR-, 

and HER2-negative).44 

 

Cromogenic in situ hybridization 

Formalin-fixed, paraffin embedded IDC samples were cut (4µm) were 

deparaffinized in xylene and hydrated in graded ethanol (100-70%). Tissue 

preparation was carried out with tissue Heat Pretreatment solution EDTA Kit in 

which sample slices were submitted to a tissue pretreatment solution (Cód.PT-

0002-500_ZytoVision), previously heated at 98°C, for 15 min. Samples were 

washed with deionized water and digested by Pepsin solution (Cód.ES-0001-

4_ZytoVision) (5 minutes at room temperature). Sample slices were washed three 

times with deionized water followed by gradual ethanol for dehydration. After air 

drying, 10µL probe ZytoDot CISH SPEC-CMYC or ZytoDot CISH SPEC-HER-2 

(ZytoVision) was added to each sample slice and incubated in a hotplate at 96°C 

for 6 min and 37°C for 24 hours. After hybridization, samples were washed with 

0.5x SSC (Cód.WB-0001-500_ZytoVision) buffer for five minutes at room 

temperature, followed by additional washer with 0.5x SSC buffer at 75ºC for five 

minutes and three times in deionized water. Samples slices were transferred to a 

3% hydrogen peroxide in methanol solution for 10 min followed by three washing 

steps with 100mM PBS/0.025% Tween20 for 2 minutes. Samples slides were 

incubated with Block Solution (Cód.BS-0001-4_ZytoVision) for 10 min followed by 

incubation with mouse anti-Digoxigenin (Cód.AB-0001-4_ZytoVision) primary 

antibody for 30 minutes. Sample slices were three times washed with 100mM 

PBS/0.025% Tween20 and incubated with anti-Mouse-HRP- Polymer (Cód.Ab-

0002-4_Zytovision) secondary antibody for 30 minutes followed again by three 

washing steps with 100mM PBS/0.025% Tween20. Signal revealing was achieved 

by sample slides incubation with DAB (diaminobenzidine) solution (DAB 

Chromogen Solution, Substrate Buffer, Hydrogen Peroxide - ZytoDot™) for 30 

minutes. Tissues were counterstained with Hematoxylin. Samples slices were 

washed in water for two minutes followed by serial ethanol dehydration and two 

xylene washing steps. Hybridized tissue samples analysis was carried out by optic 

microscopy using a 40x objective lens. Tumors classifications were: not amplified 
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(>50% nuclei presented one to five gene copies per nuclei); amplification (>50% 

nuclei presented six or more gene copies per nuclei).45 

 

Statistical analysis  

All Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 5. The 

contingency analysis was used to compare the associations of categorical 

variables and p values were derived from the methods of chi-square or Fisher 

exact. The association among amplification and/or expression c-myc and clinic 

parameters was estimated by calculating the odds ratio (OR) and its 95% 

confidence interval (CI). OR estimate the chance of an event occurring in one 

group compared to another group. p ≤ 0.05 was considered statistically significant. 

 

 

RESULTS AND DISUSSION  

  

Clinical results  

The clinicopathological patients features are shown in Table 1. Fifty per cent 

of the patients had ≤ 50 years old at diagnosis. The majority, 65% (39/60) had 

tumor sizes ≤ 5cm. Thirty-four patients (56.70%) had histological grade III tumors. 

Forty-three (71.1%) were positive for lymph node involvment and 63.30% had 

nuclear grade 3 (Table 1).  

The immunohistochemical profile of the IDC population showed high  levels 

of triple negative (40%) and luminal A (36.7%) tumors It was observed high 

prevalence (62.5%) of triple-negative tumors in patients with age ≤ 50. There was 

no statistically significant differences between the molecular subtypes of IDC and 

the age at diagnosis (p=0.4356). Similar results have been reported by other 

authors. Showing prevalence of triple negative tumors among younger patients 

and with showing more advanced disease at diagnosis and high cell 

proliferation.46-48  

High frequencies of small tumors (≤ 5.0cm) were found in luminal A (86.4%) 

and in luminal B (83.3%) IDC molecular subtypes. Revealed statistically significant 

differences (p=0.0159) respectively (Table 1). The luminal A tumors (68.2%) had 

lower histological grade I/II (p=0,0135) when compared to the  non-luminal A  ones 

(Table 1). The nuclear grade 1 and 2 was also more prevalent (54.5%) in luminal 
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A tumors (p=0,1028) (Table 1). Similar results have been reported in the literature, 

Showing that luminal tumors present prognostics poor favorable. Which influence 

the response to treatment and survival free.49,50  

  

Tabela 01: Clinicopathological features of IDC patients according to their molecular 
subtypes.  

Variables Luminal A Luminal B HER-2 
Triple 

negative 
p* 

 n % n % n % n %  

Idade (years)          

≤50 9 41 3 50 3 37,5 15 62,5 
0,4356 

>50 13 59 3 50 5 62,5 9 37,5 

Size (cm)          

≤ 5 19 86,4 5 83,3 3 37,5 12 50 
0,0159 

>5 3 13,6 1 16,7 5 62,5 12 50 

Grade histological          

I/II 15 68,2 1 16,7 1 12.5 9 37,5 
0,0135 

III 7 31,8 5 83,3 7 87,5 15 62,5 

Status nodal          

Positive 15 68,2 4 66,7 7 87,5 17 70,8 
0,7527 

Negative 7 31,8 2 33,3 1 12.5 7 29,2 

Grade nuclear          

1 and 2 12 54,5 1 16,7 1 12.5 8 33,3 
0,1028 

3 10 45,5 5 83,3 7 87,5 16 66,7 
*Chi-square test. 

 
 
The tumor size (p=0.0159) and the histological grade (p=0.0135) showed 

statistically significant differences between tumors HER-2 and triple negative. Also, 

high rate of nodal invasion (87.5%) and (70.8%) respectively. But in this study was 

not observed statistical differences in nodal status (p = 0,7527), nuclear grade 

(p=0.1028) and age (p=0.4356) (Table 1). In this context, the tumor size is 

important for diagnosis being used as one of the main parameter in the TNM 

classification51 and for the treatment decision in surgical cases and relapse, 

metastasis and lymph node involvement.52 Also it has been observed that high IDC 

grade have the most extensive and complex genetic alterations. These tumors 

tend to be estrogen receptor (ER) negative, exhibit aneuploidy, high mitotic 

index and usually overexpression of MCY and HER2.14,53 
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Chromogenic in situ hybridization results  

In situ Hybridization (chromogenic or fluorescent - CISH and FISH, 

respectively) is a technic which presents advantages regarding other ones such 

as southern blotting and traditional histochemistry. These advantages include a 

long life-time signal that allows the storage of tissue slides, analysis of tumors 

morphologic features that helps in the diagnosis.54 

In this study a c-myc oncogene amplification frequency of 35% was 

observed in a population with invasive ductal carcinoma in breast cancer patients 

(Figure 1). Similarly Blancato et al, (2004)24 who studied the correlation 

between amplification and overexpression of c-myc in breast cancer 

reported a similar high frequency (30%). Aulmann et al, (2006)55 found a frequency 

of 22% in their study while Deming et al, (2000)34 found 15.7%.  Differently, 

Yasojma et al, (2011)29 observed positivity for 40%, which suggests that there is 

not an evident pattern concerning c-myc gene amplification in breast carcinoma 

patients. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 01: Presence of c-myc amplification (analized by 
Chromogenic In Situ Hybridization - CISH) and c-myc tissue 
expression (analized by Immunohistochemistry - IHC) in patients 
with Breast Invasive Ductal Carcinoma.  
 

 

 

  
 Positive    Negative   

 CISH  

  IHC     

  

35   

76,7   

65   

23.3   
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Table 2 shows the comparison between CISH and IHC. Our study revealed 

no correlation between age, size, histological grade and nuclear grade with the 

CISH results.  

 

Table 2: Clinicopathological features of patients according to c-myc amplification 
(CISH) and C-MYC expression (IHC). 

Variables CISH  IHC  

 + - p* + - p* 

Age (years) n(%) n(%)  n(%) n(%)  

≤50 8(26,7%) 22(73,3%) 
0,1760 

22(73,3%) 8(26,7%) 
0,7800 

>50 13(43,3%) 17(56,7%) 24(80%) 6(20%) 

size(cm)       

≤ 5 13(33,3%) 26(66,7%) 
0,7122 

30(76,9%) 9(23,1%) 
0,9490 

>5 8(38,1%) 13(61,9%) 16(76,2%) 5(23,8%) 

Grade 
histological 

      

I/II 7(26,9%) 19(73.1%) 
0,2514 

19(73,1%) 7(26.9%) 
0,5654 

III 14(41,2%) 20(58,8%) 27(79,4%) 7(20,6%) 

Status nodal       

Positive 18(41,9%) 25(58,1%) 
0,0764 

36(83,7%) 7(16,3%) 
0,0399 

Negative 3(17,6%) 14(82,4%) 10(58,8%) 7(41,2%) 

Grade nuclear       

1 and 2 6(27,3%) 16(72,7%) 
0,3397 

18(81,8%) 4(18,2%) 
0,4728 

3 15(39,5%) 23(60,5%) 28(73,7%) 10(26,4%) 
*Chi-square test. 

 

 

Breast cancer is a disease that presents a heterogeneous clinic behavior.3 

In this context it is important to take account many parameters when the clinic-

pathologic diagnosis is made: histological grade of differentiation, lymph node 

status, size of tumor etc. However, other characteristics should be evaluated. They 

are becoming in some cases the most important parameters to choose a 

therapeutics. These biomarkers can be surface antigens, mRNAs or copies of 

genes found in higher number.56 

Table 3 shows the correlation between CISH and IHC c-myc results with the 

molecular subtypes of breast cancer. According to our CISH data, 21 patients were 

positive for c-myc amplification while 39 were negative (Table 3). 

 These results show no significant differences bettwen c-myc amplification 

(p=0.3730) and C-MYC protein expression p=0.1906 respectively. Status 

amplification and protein expression of the CISH and IHC tests are shown in Figure 

2.  
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Tabela 3. Comparison between Chromogenic In Situ Hybridization (CISH) and 
Immunohistochemistry (IHC) in the detection of c-myc amplification and protein 
expression, respectively, among the molecular subtypes of breast cancer. 

Subtypes CISH  IHC 
 

 + -  p* + - p* 

LA 7(31,8%) 15(68,2%) 

0.3730 

14(63,6%) 8 (36,4%) 

0,1906 
LB 4(66,7%) 2 (33,3%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 
HER-2 2(25,0%) 6 (75,0%) 8 (100%) 0 
TN 8 (33,3%) 16 (66,7%) 19(79,2%) 5 (20,8%) 

LA: Luminal A; LB: Luminal B, HER-2: overexpression HER-2, TN: triple 
negative. *Test qui-square or Fisher’s exact (statistical significant p≤0.05). 

 

 

Immunohistochemistry results 

Table 2 shows the comparison between CISH and IHC. IHC positive and 

negative are show in Figure 2. Our study revealed no correlation between age, 

size, histological grade and nuclear grade with the C-MYC tissue expression. 

However, there is a statistically significant relationship between positive C-MYC 

protein expression and the presence of axillary lymph nodes metastasis (p= 

0.0399). The nodal status is an important feature for prognosis51 since 

the presence of metastasis to axillary lymph nodes occurs frequently in patients 

with breast cancer. Furthermore, the axillary dissection, while enabling removal of 

metastasis, provides also prognostic information and a better selection of adjuvant 

therapy. 

C-MYC immunoreactivity was observed in 46 patients (76,7%) (Figure 1). 

Among this group, 17 patients were also positive for c-myc amplification. Ten 

samples had no amplification and were negative for IHC. Also, among 21 samples, 

17 samples had positive signals for IHC and 4 samples had negative signals for 

IHC (Table 4).  

 
 
Tabela 4. Comparison between Chromogenic In Situ Hybridization (CISH) and 
Immunohistochemistry (IHC) in the detection of c-myc amplification in IDC breast 
cancer. 

CISH Positive Negative Total 
IHC    

Positive 17(36.95%) 29(63.05%) 46 
Negative 4(28.6% ) 10(71.4%) 14 
Total 21 39 60 
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The majority of patients with IHC negative (71.4%) had no amplification, but 

29 patients with IHC positive had c-myc amplification (Table 4). There were four 

groups in our patients. The first group revealed both CISH+ and IHC+ (24%). The 

second revealed CISH+ and IHC‑ (32%). The third revealed CISH‑ and IHC+ (2%). 

The fourth group showed CISH‑ and IHC‑ (42%) (Table 4). Blancato 

et al, (2004)24 who studied the correlation between amplification and 

overexpression of c-myc in breast cancer reported a similar high frequency (70%) 

in breast cancer Ismal et al (2009)26 found a frequency of 73%, which suggests is 

the existence of an evident pattern concerning c-myc in breast carcinoma patients.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 02: Chromogenic in situ hybridization (CISH) of c-myc amplification and 
Immunohistochemistry for C-MYC tissue expression. (a) C-MYC Non-amplified 
breast tumor (No amplification). (b) Breast cancer shows negative C-MYC IHC 
staining. (c) A typical C-MYC amplification appears as a positive cluster of gene 
copies in breast cancer. (d) Breast cancer shows positive C-MYC IHC staining 
(magnification, ×400). 
 

  

  

A B 

C D 
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 Table 3 shows the correlation between c-myc amplification and C-MYC 

tissue expression with the different molecular subtypes of breast cancer. According 

to our IHC data, HER-2 and TN subtypes showed C-MYC imunorreactivity in 100% 

and 79.2% of the cases, respectively. Study conducted in Brazil showed a C-MYC 

positive pattern in 66.7 % of the invasive tumors 57. High frequency of c -myc 

immunostaining in HER-2and TN tumors can be related to the presence of poor 

clinicopathological characteristics prognosis.  

 These tumors have shorter disease-free survival rates when compared to 

luminal tumors. In this study, were most negative for c-myc. A recent study showed 

the best prognostic characteristics between the luminal alterations.50 Reinforcing 

this thought, Murria et al, (2015)58 showed that changes in c-myc (number of copies 

and increase of protein expression) were more frequents in non-luminal tumors.58 

Table 2 shows the comparison between CISH and IHC. This result revealed 

that there is a significant difference between nodal Status and  the C-MYC tissue 

expression. Studies report that c-myc positivity leads to a more aggressive and 

proliferative tumor and with greater capacity of metastasis. The levels of c-myc are 

strictly regulated. However, when c-myc is amplified tumors present a higher  

number of genes copies, which leads to the accumulation of this transcription 

factor. That signature more proliferative tumors. May influence the invasion nodal 

and production of metastasis26,50,58 

 

CONCLUSION   

These findings may indicated that a light increase in the protein expression 

and number of copies of c-myc contribute to increased tumor aggressiveness.  

More studies are required to better understand the relevance of this information for 

the patients. 
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6 CONCLUSÕES 

 

- Os subtipos moleculares mais prevalentes na população estudada foram luminal 

B e triplo negativo; 

 

- Tumores luminais, notadamente luminal A, apresentaram características clínico-

patológicas significativamente favoráveis, exibindo tumores diferenciados, com 

baixo a moderado graus histológico e nuclear ao diagnóstico. 

 

- Tumores superexpressão de HER-2 e triplo-negativos indicaram prognósticos 

desfavoráveis. Foram observadas maior positividade para invasão de linfonodos 

regionais, maiores chances de tumores indiferenciados e um predomínio de 

diagnóstico entre as pacientes mais jovens, respectivamente; 

 

- Entre os pacientes com amplificação do gene c-myc não foi verificada uma 

associação estatisticamente significante com relação aos subtipos moleculares de 

câncer de mama. Contudo, maior frequência de amplificação foi observada nos 

tumores triplo-negativos. 

 

- A positividade de expressão protéica para C-myc foi associada à presença de 

metastases em linfonodos resgionais entre os pacientes  
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